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RESUMO 
 
Rotavírus do grupo A (HuRV-A) são os principais agentes da diarreia aguda em crianças no 
mundo e responsáveis por altos índices de morbidade e mortalidade. Desde 1980, pesquisas 
para o desenvolvimento de vacinas eficazes contra a rotavirose vêm sendo desenvolvidas. No 
Brasil, em 2006, estabeleceu-se a vacinação compulsória com a vacina Rotarix®, com HuRV-
A atenuados do genotipo G1P[8], de maior prevalência no mundo. Entretanto, pesquisadores 
têm relatado o importante papel da proteína não estrutural NSP4 de rotavírus (RV) nas 
diarreias, por sua ação enterotóxica que leva ao aumento da permeabilidade paracelular 
quando da infecção. Há também relatos de que as vacinas atuais não teriam uma ação 
totalmente eficaz anti-rotavírus dado o papel da NSP4 na diarreia. Portanto, estudos são 
necessários para contribuir na elucidação do mecanismo de ação desta proteína, incluindo a 
verificação das diferenças na virulência entre os genotipos E1, E2 e E3 da NSP4 de HuRV-A. 
Assim, o objetivo principal desse trabalho foi investigar se diferentes peptídeos enterotóxicos 
(aminoácidos 114-135) da NSP4, correspondentes às sequências mais prevalentes dos 
genotipos E1, E2 e E3, alteram distintamente a permeabilidade paracelular in vitro e levam a 
quadros de diarreia mais severos em camundongos. Para isto, amostras fecais de HuRV-A 
genotipadas para diferentes genotipos E da NSP4 foram submetidas a adaptação em cultura 
celular, para posterior estudo da diferença na capacidade de alteração da permeabilidade 
paracelular. Em paralelo, a readaptação de cepas de RV padrão, Wa, vacinal Rotateq® e K8, 
possibilitou a implementação da técnica de hibridização por molecular beacons (MB). A 
padronização desta técnica pode facilitar a detecção de HuRV-A infecciosos em amostras 
fecais, evitando passagens sucessivas e a necessidade de visualização de efeito citopático para 
a definição da adaptação da cepa viral. O sequenciamento do gene da NSP4 de 41 amostras de 
HuRV-A de origem fecal, coletadas nos anos de 1994, 2006, 2007, 2009 e 2010, evidenciou a 
relação entre os genotipos G2P[4] e E2, já que 40 amostras apresentaram esta combinação 
genotípica. A análise aminoacídica das sequências de genotipo E2 confirmou sua variação 
intragenotípica, principalmente na porção C-terminal da proteína. Após a avaliação da 
diversidade gênica e aminoacídica da NSP4, peptídeos sintéticos (PEPs) enterotóxicos (aa 
114-135) foram analisados quanto a capacidade de alteração da integridade da monocamada 
de células Caco-2 pela mensuração da resistência elétrica transepitelial (TEER) e utilização 
do marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran. Os resultados indicaram que os 
PEPs não alteram a integridade da monocamada celular e, consequentemente, não 
contribuiriam para a diarreia por este modo de ação. Em relação a capacidade de indução de 
 
 
diarreia, o PEP3 (genotipo E3) foi o mais virulento, seguido pelos PEP2 (genotipo E2) e 
PEP1 (genotipo E1). A análise das diferenças aminoacídicas entre os PEPs sugere que 
características como hidrofobicidade e polaridade dos resíduos, em posições específicas, são 
importantes para a virulência da NSP4. Os resultados obtidos contribuem para estudos que 
avaliam a relação entre as alterações aminoacídicas da NSP4 e a indução de diarreia. 
 
Palavras-chave: rotavírus humano; NSP4; diarreia. 
 
 
 
ABSTRACT 
Human rotavirus group A (HuRV-A) are the most important etiological agents of 
gastroenteritis in children and they are responsible for high morbidity and mortality rates. 
Since 1980, intensive researches have been performed to develop effective rotavirus (RV) 
vaccines. In Brazil, during 2006, compulsory vaccination was established with Rotarix® 
vaccine, containing G1P[8] attenuated HuRV-A, the most prevalent genotype in the world. 
However, the importance of RV nonstructural protein NSP4 in diarrhea has been recognized 
because their action as an enterotoxin, causing reduction in the paracellular permeability in 
infected cells. Besides, current vaccines have not full efficacy considering the importance of 
NSP4 in diarrhea. New studies are in course to elucidate the mechanisms of action of the 
NSP4, including the analyses of the virulence between E1, E2 and E3 NSP4 genotypes from 
HuRV-A. Then, this study aims to investigate the action of enterotoxic NSP4 peptides 
(residues 114 to 135), corresponding to the most prevalent amino acid sequences of E1, E2 
and E3 genotypes, on in vitro paracellular permeability and diarrhea induction in mice. The 
first goal was the adaptation of clinical faecal specimens of HuRV-A, that are positive to 
different E genotypes of NSP4, and the readaptation of RV reference strains, to in vitro 
growth. After, these samples would be analyzed to changes on paracellular permeability. The 
readaptation of RV reference strains, Rotateq® vaccine and K8 strains, enabled the 
implementation of molecular beacons (MB) technique. The standardization of MB technique 
will facilitate the detection of infectious HuRV-A from faecal samples, without successive 
passages and the observation of cytophatic effects to define the viral adaptation. The NSP4 
sequencing of 41 G2P[4] human faecal strains positive to RV, collected in the years 1994, 
2006, 2007, 2009 and 2010, showed the linkage between G2P[4] and E2 genotypes, since 40 
from 41 strains displayed E2 genotype. A deduced amino acid sequence alignment for E2 
genotype confirmed the intragenotypic variation, mainly in the C-terminal region of NSP4. 
The enterotoxic peptides (PEPs) of NSP4 were analyzed for the ability to alter the cell 
monolayer integrity. The results showed by transepithelial electrical resistance measures 
showed that PEPs do not change the monolayer integrity, suggesting that this mechanism do 
not contribute to diarrhea. For diarrhea induction in mice, PEP3 (E3 genotype) was the most 
virulent, followed by PEP2 (E2 genotype) and PEP1 (E1 genotype). The analysis of the amino 
acid variation between the PEP sequences suggests that hydrophobicity and polarity of 
residues, in specific positions, are important to the NSP4 virulence. These results contribute to 
studies evaluating which amino acid alterations in NSP4 alter the ability of diarrhea induction. 
Keywords: human rotavirus; NSP4; diarrhea. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
A diarreia aguda (DA) é definida como a inflamação do trato digestório (TD), 
onde os sintomas são a dor abdominal, cólica, náusea, vômito e diarreia. A GA pode ser 
causada por diversos agentes etiológicos, como bactérias, vírus e parasitas, além de toxinas 
(GRAVES, 2013). 
Os agentes virais associados à GA tem aumentado e pertencem às famílias 
Reoviridae, Astroviridae, Caliciviridae e Adenoviridae (WILHELMI; ROMAN; SÁNCHEZ-
FAUQUIER, 2003). 
Estudos epidemiológicos indicam que rotavírus (RV) são os principais agentes 
etiológicos da GA em crianças menores de 5 anos, sendo responsáveis, aproximadamente, por 
196.000 mortes por ano no mundo todo (WALKER et al., 2013). RV são transmitidos 
principalmente pela rota fecal-oral, por contato direto (pessoa - pessoa) e indireto (fômites 
contaminados) (ARNOLD; PATTON; MCDONALD, 2009). Em média, a infecção por RV 
dura de três a sete dias, podendo prolongar-se por até 14 dias em casos severos da doença 
(ESTES; GREENBERG, 2013). 
No Brasil, antes da aplicação da vacina contra RV, ocorriam em torno de 3,5 
milhões de casos de GA, 650.000 visitas clínicas, 100.000 hospitalizações e 850 mortes todo 
ano (SARTORI et al., 2008) em decorrência da infecção por RV. Em 2006,  ocorreu a 
introdução da vacina Rotarix® no Programa Nacional de Imunização e, em 2009,  a cobertura 
da vacina atingiu 85,9%, resultando na redução de 17% das hospitalizações associadas com a 
diarreia e 22% de redução da taxa de mortalidade (CARMO et al., 2011). A vacina Rotarix® 
(RV1 - GSK Biologicals, Rixensart, Bélgica) contém RV isolados de humanos (HuRV) 
atenuados com genotipo G1P[8] (VP7 e VP4, respectivamente), o de maior prevalência no 
mundo quando da introdução da vacina (TATE et al., 2010). Mais recentemente, 
pesquisadores têm sugerido que a proteína não estrutural 4 (NSP4), caracterizada como um 
enterotoxina (BALL et al., 1996), pode ser antigenicamente similar entre diferentes sorotipos 
G (VP7) e P (VP4) de RV, induzindo proteção imunológica cruzada (ESTES; 
DESSELBERGER, 2012). 
Diarreia aguda causada por RV é mais severa que aquelas acarretadas por outros 
patógenos entéricos. As razões para este agravamento ainda não são completamente 
entendidas  (ALBANO et al., 2007). Vários estudos demonstram o importante papel da 
proteína NSP4 de RV nas diarreias causadas por esses vírus. Sua ação está associada a uma 
atividade de enterotoxina, levando ao aumento da permeabilidade da membrana celular 
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(BUCCIGROSSI et al., 2014; NEWTON et al., 1997; TAFAZOLI et al., 2001). Além disso, 
foi demonstrado que anticorpos anti-NSP4 reduzem a gravidade da diarreia (BALL et al., 
1996; DE MARCO et al., 2009). VIZZI e colaboradores (2005) avaliaram a taxa de soro-
conversão para NSP4 em crianças infectadas naturalmente com RV e detectaram a presença 
de anticorpos anti-NSP4 em 54% delas, e destas, 48% apresentaram resposta humoral 
heterotípica. Estes estudos suportam a ideia de que apenas uma potente resposta imunológica 
com formação de anticorpos anti-VP4 e anti-VP7 pode não estar suficientemente 
correlacionada com uma condição anti-rotavírus eficaz, devido ao potencial papel dos 
anticorpos anti-NSP4 na prevenção da diarreia aquosa (DE MARCO et al., 2009).  
Não há informações conclusivas quanto a alterações ou diferenças na virulência, e 
consequente severidade nos quadros de diarreia, para amostras de RV e os genotipos mais 
prevalentes da NSP4 (genotipos E1, E2 e E3 em humanos, ver descrição adiante). Assim, o 
objetivo principal deste trabalho é investigar se diferentes peptídeos enterotóxicos 
(aminoácidos 114-135) da NSP4 de rotavírus, correspondentes às três sequências de 
aminoácidos mais prevalentes entre os genotipos E1, E2 e E3, alteram distintamente a 
permeabilidade paracelular in vitro e levam a quadros de diarreia mais severos em 
camundongos (modelo in vivo).  
 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Rotavírus (RV) 
 
A primeira associação dos RV ao ser humano foi feita em 1973 por BISHOP e 
colaboradores (1973), na Austrália. Estes pesquisadores analisaram, por microscopia 
eletrônica, biópsias intestinais de crianças com GA e detectaram partículas com 70nm de 
diâmetro e aparência de uma roda (Figura 1A). Esta morfologia semelhante à uma roda levou 
ao nome rotavírus, sendo rota (roda) do Latim. 
 
2.2. Estrutura dos rotavírus 
 
Rotavírus são vírus não envelopados, com simetria icosaédrica, constituídos de 11 
segmentos de RNA dupla fita (dsRNA) e aproximadamente 100nm de diâmetro (ESTES; 
GREENBERG, 2013). A partícula viral infecciosa (vírion) consiste de três camadas proteicas 
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e é chamada de partícula com tripla camada (triple-layered particle - TLP) ou com capsídeo 
triplo (Figura 1B). São as TLPs que conferem a morfologia semelhante a uma roda (Figura 
1A), atribuindo o nome de Rotavirus para a classificação de gênero (FLEWETT et al., 1974). 
A partícula formada pelos capsídeos interno e intermediário é chamada de partícula com 
dupla camada (double-layered particle - DLP) ou com duplo capsídeo. A partícula constituída 
apenas pelo capsídeo interno é denominada de partícula de camada simples (single-layered 
particle - SLP) (ESTES; GREENBERG, 2013). 
 
 
Figura 1: Morfologia e estrutura dos rotavírus. A: Microscopia eletrônica de rotavírus em fezes de 
crianças. O marcador representa 100µm. Fonte: GLASS et al., 2014. B: Diagrama esquemático dos 
rotavírus: capsídeo interno, formado por VP2 (verde claro), que circunda os segmentos de dsRNA e os 
complexos enzimáticos formados pela VP1 e VP3; capsídeo intermediário formado pela VP6 (azul) e 
capsídeo externo (amarelo e vermelho) formado por VP4 e VP7. Fonte: ANGEL; FRANCO; 
GREENBERG, 2007. 
 
 
O triplo capsídeo envolve o genoma composto de 11 segmentos de dsRNA que 
codificam seis proteínas estruturais (VP1 – VP4, VP6 e VP7) que integram o vírion, e seis 
proteínas não estruturais (NSP1-NSP6). Cada segmento de dsRNA codifica para pelo menos 
uma proteína, ou seja, os genes são monocistrônicos. A única exceção é o segmento genômico 
11 que codifica duas proteínas não estruturais (NSP5 e NSP6) (ESTES; KAPIKIAN, 2007).  
O capsídeo interno ou core viral é formado por 120 moléculas de VP2 que 
circundam os segmentos de dsRNA e o complexo de transcrição, composto pelas proteínas 
VP1, que é a RNA polimerase RNA-dependente, e VP3 com atividade guanilil e 
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metiltransferase (MCCLAIN et al., 2010). O capsídeo intermediário é constituído por 260 
trímeros da VP6 e proporciona estabilidade ao capsídeo interno, além de servir como um 
ancorador para as proteínas do capsídeo externo, auxiliando nos processos de adsorção e 
penetração na célula hospedeira. Por fim, o capsídeo externo é composto por 260 trímeros da 
VP7 e 60 trímeros da VP4, sendo que estes últimos formam as espículas virais. A VP7 é 
dependente de íons cálcio (Ca2+) para sua estabilidade (PATTON, 2012). A VP4 é sensível a 
ação de proteases, resultando em dois polipeptídeos, VP8* e VP5*, que irão auxiliar na 
interação com os receptores celulares e na penetração viral em células susceptíveis (ARIAS et 
al., 1996). 
 
2.3. Genoma dos rotavírus 
 
O genoma dos RV é formado, aproximadamente, por 18.500 pares de bases (pb), 
constituindo os 11 segmentos de dsRNA. Os segmentos genômicos têm em torno de 667 a 
3302 pb e são ricos em adenina e uracila (58%-67%), sendo pareados de ponta a ponta, 
garantindo maior estabilidade (ESTES; GREENBERG, 2013).  
As sequências nucleotídicas de todos os 11 segmentos de dsRNA dos RV de 
cepas diferentes apresentam características comuns. Cada segmento de RNA de polaridade 
positiva começa com uma guanina na posição 5’, seguida de um conjunto de sequências 
conservadas que são parte da porção 5’ não codificante. Após, inicia-se a fase de leitura aberta 
(open reading frame - ORF) que codifica para a proteína e termina no códon de parada. 
Então, segue-se outro conjunto de sequência não codificante contendo uma sequência 
conservada 3’ e terminando com duas citosinas. Quase todos os mRNAs terminam com a 
sequência consenso 5’-UGUGACC-3’, que contém sinais importantes para a expressão gênica 
e replicação do genoma. O comprimento das sequências 3’- e 5’- não codificantes varia entre 
os diferentes genes, mas é altamente conservada entre cepas homólogas (ESTES; 
GREENBERG, 2013). 
Todos os segmentos gênicos devem apresentar o mesmo sinal de ativação em cis, 
pois são replicados pela mesma polimerase. Entretanto, cada sequência deve conter um sinal 
único para que cada uma seja reconhecida durante o processo de empacotamento. De forma 
geral, as sequências terminais conservadas de cada segmento contêm estes sinais de ativação 
que são importantes para a transcrição, tradução, transporte do RNA, replicação e montagem 
viral (ESTES; GREENBERG, 2013). 
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2.4. Proteínas dos rotavírus 
 
O genoma dos RV codifica para 12 proteínas, sendo seis proteínas estruturais 
(VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis proteínas não estruturais (NSP1-NSP6). A Tabela 1 apresenta 
as características gerais dos segmentos genômicos e proteínas dos RV. 
 
Tabela 1: Segmentos genômicos dos rotavírus, com suas proteínas codificadas e 
respectivas funções. 
Segmento 
genômico 
Tamanho 
(pb) 
Proteína 
codificada 
Localização Função 
1 3302 VP1 Core 
RNA polimerase dependente de 
RNA; ligante de ssRNA; formação 
de complexo enzimático com VP3; 
2 2687 VP2 Core 
Ligante de RNA; necessária para a 
atividade de RNA polimerase 
dependente de RNA da VP1; 
3 2592 VP3 Core 
Atua como guanil e metiltransferase; 
ligante de ssRNA; formação de 
complexo enzimático com VP1; 
antagonista da resposta imune inata; 
4 2362 VP4a 
Capsídeo 
externo 
Antígeno de neutralização; espícula 
de superfície; adsorção viral; 
aumento da infectividade viral por 
clivagem proteolítica; 
5 1581 NSP1 
Não 
estrutural 
Antagonista de interferon; ligante de 
RNA; atua como E3 ubiquitina 
ligase; 
6 1356 VP6 
Capsídeo 
intermediário 
Determinante de espécies; 
neutralização intracelular; necessária 
para a transcrição; 
7 1074 
 
NSP3 
Não 
estrutural 
Ligante de ssRNA; inibe a tradução 
proteica celular; 
8 1059 NSP2 
Não 
estrutural 
Ligante de RNA; atua como 
NTPase, NDP quinase e 
desestabilizante de hélices de ácidos 
nucleicos; essencial para a formação 
do viroplasma; 
24 
 
9 1062 VP7 
Capsídeo 
externo 
 
Glicoproteína; antígeno de 
neutralização; sítio de ligação para 
íons Ca2+; 
10 751 NSP4 
Não 
estrutural 
Glicoproteína transmembrana do 
retículo endoplasmático; atua como 
viroporina; receptor para DLPs 
(morfogênese viral); atua nos 
viroplasmas e no mecanismo de 
autofagia; modulação do Ca2+ 
intracelular; enterotoxina 
(patogênese viral); 
11 666 NSP5 
Não 
estrutural 
Ligante de RNA; atua como quinase; 
essencial para a formação do 
viroplasma; interação com a VP1, 
VP2 e NSP6; 
  NSP6b 
Não 
estrutural 
Interação com a NSP5; ligante de 
ácidos nucleicos. 
a Clivada por tripsina ou outras proteases celulares em VP5* e VP8*; 
b Codificada pela segunda ORF do segmento genômico 11; 
Fonte: adaptado e modificado de DESSELBERGER, 2014. 
 
2.4.1. Proteínas estruturais (VPs) dos rotavírus 
 
A proteína VP1 dos RV é a RNA polimerase dependente de RNA com funções de 
replicase e transcriptase. Está ancorada no capsídeo interno, formado pela VP2, e cada 
segmento de dsRNA viral está associado a uma molécula de VP1. A interação VP1 - VP2 
resulta na sua ativação relacionada à proteína. Além disso, a VP1 forma um complexo de 
transcrição com a VP3, que é uma enzima de capeamento. A VP1 tem forma globular e é 
atravessada por quatro canais que permitem o acesso do seu sítio catalítico às moléculas de 
RNAs, nucleotídeos e cátions divalentes, além de oferecer duas saídas para os RNAs 
(MCDONALD; TAO; PATTON, 2009).  
A proteína VP2 dos RV se liga à VP1 e VP3 pelo seu domínio da porção N-
terminal. Esta porção N-terminal forma um canal em cada um dos cinco eixos da partícula 
viral,  que são fundamentais para a encapsidação das proteínas VP1 e VP3, interações com 
ssRNA e síntese do dsRNA (DESSELBERGER, 2014; MCDONALD; PATTON, 2011). 
A proteína VP3 dos RV está presente nos vírions em baixo número de cópias. 
Estudos sugerem sua relação com a restrição da variedade de hospedeiros por estar ligada a 
propriedades de virulência espécie-específicas (HOSHINO et al., 1995). A VP3 também 
promove a adição do CAP 5’ ao RNA viral, além de apresentar atividade de guanilil e 
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metiltranferase. As modificações causadas pela VP3 nos mRNAs dos RV ajudam a prevenir a 
sua detecção pelas moléculas da resposta imune inata. Além disso, a VP3 também cliva 2’,5’-
oligoadenilatos (2-5As), que são moléculas que iriam ativar ribonucleases latentes (RNase L) 
para clivar ssRNAs virais, ativando a produção de interferons e induzindo a apoptose. Sendo 
assim, a VP3 pode contribuir para a evasão da resposta imune e para a virulência dos RV por 
mecanismos indiretos (capeamento do RNA) e diretos (clivagem da 2-5As) (MORELLI; 
OGDEN; PATTON, 2014). 
Além do envolvimento da VP4 dos RV no processo de entrada dos vírus na 
célula, ela também está associada com as características de hemaglutinação presentes nestes 
vírus, neutralização e virulência, além da restrição da variedade de hospedeiros 
(PESAVENTO et al., 2006). A proteína VP4 forma as espículas virais que, em contato com 
os receptores celulares no processo de adsorção, sofrem mudanças conformacionais expondo 
os domínios lipofílicos da VP5* que normalmente ficam não expostos e sob a VP8*. A 
clivagem da VP4 por enzimas proteolíticas, como a tripsina, favorece essa alteração 
conformacional aumentando a infectividade viral e promovendo a internacionalização 
eficiente dos vírus (DESSELBERGER, 2014). 
A proteína VP6 dos RV forma o capsídeo intermediário e tem um papel chave na 
organização da arquitetura das partículas virais por interagir tanto com as proteínas do 
capsídeo externo (VP7 e VP4) quanto com a proteína do capsídeo interno (VP2). Esta 
interação possibilita a sua participação em funções importantes para os RV, como a adsorção 
e penetração na célula e transcrição viral (DESSELBERGER, 2014). A VP6 possibilita a 
classificação dos RV em grupos ou espécies, pelo menos oito, baseando-se na sua reatividade 
sorológica e variabilidade genética (MATTHIJNSSENS et al., 2012). 
Assim como a VP4, a proteína VP7 dos RV possui antígenos de neutralização e 
tem papel importante no processo de entrada dos vírus na célula (ESTES; GREENBERG, 
2013). A VP7 parece ser o principal regulador da conformação e da atividade de penetração 
da VP5*, pois limita o acesso da tripsina à VP4, permitindo que esta seja clivada apenas na 
região correspondente à exposição da VP5* e VP8* (ARIAS et al., 1996). A VP7 é uma 
glicoproteína com sítio de ligação a íons Ca2+, que mantêm a sua estabilidade (RUIZ; 
COHEN; MICHELANGELI, 2000). 
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2.4.2. Proteínas não estruturais (NSPs) dos rotavírus 
 
A proteína NSP1 dos RV é pouco conservada entre as cepas de RV circulantes 
(MITCHELL; BOTH, 1990) e alguns estudos relatam que ela não é essencial para a 
multiplicação viral em cultivos celulares. Porém, outros estudos já demonstraram que a NSP1 
está envolvida com a restrição da variedade de hospedeiros, na supressão da resposta imune 
inata e da apoptose, durante os estágios iniciais da infecção (ARNOLD; PATTON, 2011; 
BAGCHI et al., 2010; GRAFF et al., 2007; GRAFF; ETTAYEBI; HARDY, 2009). 
A proteína NSP2 dos RV é altamente conservada e expressa como uma das 
proteínas principais quando da multiplicação viral. Esta proteína, interagindo com a NSP5, 
tem papel importante na formação do viroplasma (FABBRETTI et al., 1999), e na transcrição, 
tradução, replicação e empacotamento do dsRNA viral (ESTES; GREENBERG, 2013). A 
NSP2 também interage, direta ou indiretamente, com as VPs presentes no viroplasma, como a 
VP2  e VP1 (PATTON et al., 2006).  Além disso, a proteína se liga a ssRNAs, desestabiliza 
hélices de ácidos nucleicos (TARAPOREWALA; PATTON, 2011), atua como NTPase 
(Mg2+-dependent nucleoside triphosphatase) (TARAPOREWALA; CHEN; PATTON, 1999), 
RTPase (RNA triphosphatase) (VASQUEZ-DEL CARPIO et al., 2006) e NDP (nucleoside 
diphosphatase kinase) (KUMAR et al., 2007). 
A proteína NSP3 dos RV é codificada pelo segmento 7 de dsRNA.  Tem como 
função proposta colaborar no processo de tradução dos transcritos de mRNA e impedir a 
síntese proteica da célula hospedeira por competir com a proteína de ligação à cauda poli A 
(poly A binding protein - PABP) (CHUNG; MCCRAE, 2011; PIRON et al., 1998).  
A proteína NSP4 dos RV é uma glicoproteína transmembrana localizada no 
retículo endoplasmático (RE) e com funções na morfogênese e patogênese viral. Foi 
demonstrado que esta proteína induz diarreia dose-e-idade-dependente em camundongos, 
atuando como uma enterotoxina (BALL et al., 1996). Outras funções e sítios de ligação da 
proteína já foram elucidados, como o sítio de ligação à integrina (SEO et al., 2008), à 
caveolina (PARR et al., 2006) e à VP4 (HYSER et al., 2008). A NSP4 também está envolvida 
com a ativação de mecanismos que levam ao aumento do Ca2+ intracelular, como a via de 
sinalização da fosfolipase C (PLC) (DONG et al., 1997). Em relação ao seu papel na 
morfogênese viral, a NSP4 funciona como um receptor para as DLPs no RE, facilitando a 
montagem das partículas virais (AU et al., 1989).  
A NSP4 dos RV tem papel essencial nos processos de replicação, transcrição e 
morfogênese virais (LÓPEZ et al., 2005; SILVESTRI et al., 2005; ZAMBRANO et al., 2008), 
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pois interage com diversas proteínas celulares e virais por mecanismos ainda pouco 
compreendidos. Além disso, a sua localização pode ser em diferentes compartimentos 
celulares durante diversos estágios da infecção, assim como há distintas formas e 
conformações da proteína (HU et al., 2012a). Maiores detalhes sobre esta proteína e seu 
mecanismo de ação serão apresentados no item 2.8. 
O segmento 11 de dsRNA dos RV apresenta duas ORFs. A primeira ORF codifica 
a NSP5 que tem como principal papel a formação do viroplasma, juntamente com a NSP2 
(FABBRETTI et al., 1999). A NSP5 é uma fosfoproteína dimérica com múltiplas isoformas, 
desde a forma hipofosforilada (28kDa) à forma hiperfosforilada (32kDa), durante a 
multiplicação viral (AFRIKANOVA et al., 1996). Assim como a NSP2, a NSP5 também 
interage com outras proteínas dos RV, como VP1 (ARNOLDI et al., 2007), VP2 (BEROIS et 
al., 2003) e NSP6 (TORRES-VEGA et al., 2000), além de interagir com ssRNA e dsRNA 
(VENDE; TARAPOREWALA; PATTON, 2002). A segunda ORF do segmento 11 de 
dsRNA dos RV codifica a proteína NSP6 de algumas cepas deste vírus, ao contrário do que 
acontece com as outras NSPs que são codificadas em todas as cepas de RV (MATTION et al., 
1991). A NSP6 tem um tamanho de 12kDa, sugere-se sua localização no viroplasma e que 
seja degradada dentro de 2 h após sua síntese. Já foi relatado que a NSP6 é uma proteína de 
ligação a sequências independentes de ácidos nucleicos, com afinidade similar por ssRNA e 
dsRNA (RAINSFORD; MCCRAE, 2007), entretanto, seu papel na replicação ainda precisa 
ser melhor caracterizado. 
 
2.5. Classificação dos rotavírus 
 
Rotavírus são membros da família Reoviridae, subfamília Sedoreovirinae e 
gênero Rotavirus (ICTV, 2014). A sua classificação dentro deste gênero é baseada em 
similaridades entre a estrutura do capsídeo, organização do genoma e estratégia de replicação. 
Já as diferenças entre as propriedades antigênicas, sequências gênicas e padrão de migração 
do genoma, classifica rotavírus em sorogrupos (grupos ou espécies), subgrupos, sorotipos, 
genotipos e eletroferotipos (ESTES; KAPIKIAN, 2007). 
A classificação dos RV é relativamente complexa e está em contínua alteração. O 
gênero Rotavirus inclui oito grupos ou espécies (A-H) que são distinguidos com base na 
reatividade sorológica e na variação antigênica da proteína VP6. Os RV mais frequentemente 
encontrados em todas as espécies animais pertencem à espécie/grupo A e as demais 
classificações sorológicas, subgrupo e sorotipo, estão estabelecidas apenas para os 
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representantes desse grupo (ESTES; KAPIKIAN, 2007; ICTV, 2014; MATTHIJNSSENS et 
al., 2012). Porém, as espécies B, C e H também causam doenças em humanos (ESTES; 
GREENBERG, 2013). 
Rotavírus do grupo A (RVA) são classificados em sorotipos/genotipos G e P de 
acordo com as propriedades antigênicas da VP7 e VP4, respectivamente. Os termos sorotipo e 
genotipo são usados conforme a metodologia aplicada para a classificação (ensaios 
sorológicos ou técnicas de biologia molecular). O sorotipo/genotipo G é assim chamado por a 
VP7 ser uma glicoproteína. O sorotipo/genotipo P é assim chamado devido a sensibilidade da 
VP4 à ação de proteases (ESTES; KAPIKIAN, 2007). 
A classificação dos RVA vem evoluindo e as técnicas sorológicas estão sendo 
substituídas pela caracterização genética com o uso da reação em cadeia pela polimerase 
(PCR) e do sequenciamento genético. Recentemente, uma nova classificação baseada na 
similaridade das sequências nucleotídicas entre cada segmento de dsRNA dos RV foi 
proposta pelo Rotavirus Classification Working Group (RCWG) (Tabela 2), resultando na 
classificação de cada gene em um genotipo: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, 
representando o genotipo de, respectivamente, VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-
NSP3-NSP4-NSP5/6  e onde o “x” indica o número do genotipo (MATTHIJNSSENS et al., 
2008a, 2011). 
A última atualização realizada pelo RCWG, em 27 de junho de 2016, relatou que 
foram estabelecidos para rotavírus: 32G, 47P, 24I, 18R, 17C, 17M, 28A, 18N, 19T, 24E 19H 
genotipos (ROTAVIRUS CLASSIFICATION WORKING GROUP, 2016). 
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Tabela 2: Valor de corte (%) para a identidade nucleotídica e definição dos genotipos para 
os 11 segmentos gênicos de rotavírus do grupo A (RVA). 
Gene 
Valor de corte para 
identidade 
nucleotídica (%) 
Genotipos 
Nomenclatura dos 
genotipos 
VP7 80 32G Glicoproteína 
VP4 80 47P sensível à Protease 
VP6 85 24I capsídeo Interno 
VP1 83 18R 
RNA polimerase 
dependente de RNA 
VP2 84 17C proteína do Core 
VP3 81 17M Metiltransferase 
NSP1 79 28A 
Antagonista de 
interferon 
NSP2 85 18N NTPase 
NSP3 85 19T 
promotor 
Traducional 
NSP4 85 24E Enterotoxina 
NSP5 91 19H 
fosfoproteína 
(pHosphoprotein) 
Fonte: adaptado e modificado de MATTHIJNSSENS et al., 2008b. 
 
2.6. Multiplicação dos rotavírus 
 
O ciclo de multiplicação dos RV é complexo e inicia-se com a adsorção dos 
vírions à membrana plasmática (MP) da célula hospedeira. Este primeiro contato acontece 
entre as subunidades VP8* da VP4 com os receptores celulares que contêm ácido siálico 
(LÓPEZ; ARIAS, 2004). Algumas cepas de RV são ácido siálico-independentes, utilizando 
outros receptores celulares para a adsorção viral, como os receptores de antígenos de grupo 
histo-sanguíneo (HBGA) (HU et al., 2012b). Após a adsorção inicial mediada pela VP8*, as 
proteínas VP5* e VP7 atuam como co-receptores, ligando-se a integrinas (COULSON; 
LONDRIGAN; LEE, 1997; ZÁRATE et al., 2004) ou a proteínas humanas do choque térmico 
(Hsc70) (GUERRERO, C.A. BOUYSSOUNADE et al., 2002). O processo de adsorção viral 
não requer a clivagem proteolítica da VP4 ou a forma glicosilada da VP7 (ESTES; 
KAPIKIAN, 2007). 
O contato da VP4 dos RV com os receptores celulares resulta em mudanças 
conformacionais nesta proteína, expondo os domínios lipofílicos da VP5*. O tratamento com 
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a tripsina parece favorecer esta transição conformacional, aumentando a infectividade viral 
(DESSELBERGER, 2014). Já foi demonstrado que RV mutantes resistentes à tripsina têm um 
atraso no processo de entrada viral na célula, mas logo após multiplicam-se como vírus 
selvagens (TRASK et al., 2013). 
Após a adsorção viral, ocorre a penetração das partículas dos RV na célula 
hospedeira. Este processo permanece pouco compreendido e sugere-se que ocorra pelos 
mecanismos de penetração direta ou endocitose. No processo de penetração direta, observou-
se que ocorre uma mudança da permeabilidade da MP durante a entrada dos RV, sendo esta 
desestabilização reversível. Durante a endocitose também é necessário que ocorra a 
desestabilização da MP, permitindo a translocação da DLP ao citoplasma. Além disso, a 
atividade de permeabilização dos RV só acontece quando a concentração de Ca2+ é baixa, ao 
nível µM, para que ocorra a solubilização das proteínas do capsídeo externo (VP4 e VP7) e 
exposição das DLPs (KALJOT et al., 1988; RUIZ et al., 1996). Na endocitose a adsorção dos 
RV à MP induz a formação da vesícula endocítica, isolando a TLP. Sugere-se que a redução 
progressiva da concentração dos íons Ca2+ ocorre por difusão simples pelos canais de Ca2+ ou 
pela ativação de outros mecanismos de transporte (RUIZ et al., 2009). Também é sugerido 
que a VP5* forma poros que permitem o efluxo de Ca2+ para o citoplasma (GOLANTSOVA; 
GORBUNOVA; MACKOW, 2004). Quando a concentração deste íon se iguala a do 
citoplasma, os vírus perdem o capsídeo externo e ocorre a lise do endossomo, liberando as 
DLPs no citoplasma (RUIZ et al., 1997). 
As DLPs dos RV são transcricionalmente ativas, pois carregam os complexos de 
transcrição ligados a cada segmento de RNA. Os ssRNA de fita positiva transcritos são 
liberados das DLPs pelos canais aquosos e servem tanto para a tradução das proteínas (início 
do ciclo de multiplicação) quanto como moldes para a produção de RNA de fita negativa 
(final do ciclo de multiplicação) (SILVESTRI; TARAPOREWALA; PATTON, 2004). Após 
a produção das proteínas e ssRNAs, essas moléculas interagem no citoplasma, formando o 
viroplasma, onde irá ocorrer a replicação e síntese do dsRNA, além da montagem das novas 
DLPs. As proteínas VP1-3, NSP2, NSP5-6 se acumulam nos viroplasmas (ESTES; 
KAPIKIAN, 2007). 
Os detalhes da morfogênese inicial (formação do core viral e replicação do RNA) 
ainda não estão bem compreendidos nos RV. Sugere-se que os 11 complexos 
VP1/VP3/ssRNA interagem, cada um, com a VP2, levando à formação do core viral 
(TRASK; MCDONALD; PATTON, 2013). Em seguida, a VP6 reveste rapidamente o core 
viral, levando à formação das DLPs, que são liberadas do viroplasma e passam ao RE para 
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que ocorra o processo de maturação viral. Esse transporte para o RE é feito pela interação da 
porção C-terminal citoplasmática da NSP4 (sítio de ligação à VP6 ) com a VP6 (O’BRIEN; 
TAYLOR; BELLAMY, 2000; TAYLOR; O’BRIEN; YEAGER, 1996). Dentro do RE, as 
DLPs são transitoriamente envelopadas, pois o envelope é perdido quando as partículas virais 
adquirem o capsídeo externo (ESTES; KAPIKIAN, 2007), mecanismo que também não está 
elucidado. Porém, sugere-se que a primeira interação ocorra entre a VP4 e VP6 que, após este 
contato, terão a elas incorporadas a camada de VP7 (TRASK; DORMITZER, 2006). A alta 
concentração de Ca2+ no RE é importante tanto para a montagem do capsídeo externo, já que 
a VP7 é estabilizada em altas concentrações deste íon, quanto para a remoção do envelope 
(MICHELANGELI et al., 1995). Após a formação das TLPs, estas são liberadas das células 
não polarizadas por lise celular (MCNULTY; CURRAN; MCFERRAN, 1976) e das células 
polarizadas por brotamento (GARDET et al., 2006). A Figura 2 ilustra o ciclo de 
multiplicação dos RV. 
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Figura 2: Ciclo de multiplicação dos rotavírus. O RV reconhece e interage com receptores celulares, 
resultando na sua internalização por endocitose. A baixa concentração de Ca2+ no endossomo acarreta 
a remoção do capsídeo externo do vírus, liberando a partícula com duplo capsídeo (DLP) e 
transcricionalmente ativa no citoplasma.  É iniciada a transcrição de mRNA que serão usados para a 
síntese das proteínas virais. Após a transcrição viral, é formada uma estrutura chamada de viroplasma, 
onde o genoma viral é replicado e empacotado em novas DLPs, que irão se ligar a NSP4. A NSP4 é 
um receptor do retículo endoplasmático (ER), promovendo a passagem das DLPs para o ER. No ER 
ocorre a adição das proteínas estruturais, VP7 e VP4, tornando as partículas virais transitoriamente 
envelopadas. Ainda no ER, acontece o processo de maturação viral final com a remoção do envelope. 
A nova progênie viral é liberada pela lise celular. Em células polarizadas, os vírus são liberados por 
um mecanismo de transporte vesicular não clássico. Fonte: ESTES; GREENBERG, 2013. 
 
 
2.7. Detecção dos rotavírus 
 
A detecção precoce do patógeno em pacientes acometidos por uma doença 
possibilita uma janela de tratamento maior e com terapia específica. Além disso, esse fato 
pode reduzir o custo do tratamento e reduzir a morbidade (CELLA et al., 2013). 
Vírus de RNA podem ser detectados por metodologias chamadas de diretas 
(microscopia eletrônica), indiretas (principalmente cultura celular e amplificação de ácidos 
nucleicos), imunológicas e baseadas em fluorescência (CELLA et al., 2013).  
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A cultura celular começou a ser aplicada desde a década de 1960 (HSIUNG, 
1984) e prevalece como a técnica de padrão ouro para detecção e isolamento viral. Entretanto, 
esta técnica é laboriosa e apresenta pouca sensibilidade e especificidade quando comparada 
com as técnicas de amplificação de ácidos nucleicos (CELLA et al., 2013). A principal 
vantagem da cultura celular, em relação às demais metodologias, é a detecção de partículas 
virais infecciosas. 
O isolamento e cultivo de HuRV diretamente de amostras fecais é difícil e pouco 
reprodutível, dependendo da amostra. Na maioria das vezes, são necessárias diversas 
passagens em cultura celular primária antes do cultivo em linhagens celulares contínuas, pois 
RV são fastidiosos e necessitam de várias semanas para produzirem efeito citopático (ECP) 
observável (ARNOLD; PATTON; MCDONALD, 2009; OTTO et al., 2015). 
Técnicas baseadas na detecção viral por fluorescência, em tempo real, altamente 
sensíveis e associadas com o cultivo celular vêm sendo desenvolvidas principalmente para 
vírus de difícil detecção por métodos convencionais (SIVARAMAN et al., 2011). 
Um dos eventos de reconhecimento molecular mais específico acontece quando 
uma fita de ácido nucleico anela com sua sequência complementar. Com o conhecimento 
deste evento, pesquisadores conseguiram desenvolver as sondas chamadas de Molecular 
Beacons (MB) que são moléculas de ácido nucleico fita simples que possuem uma estrutura 
haste-alça (Figura 3) (TYAGI; KRAMER, 1996). 
 
 
Figura 3: Princípio de operação do molecular beacon. A estrutura haste-alça possui um fluoróforo na 
porção 5’ terminal e um quencher na porção 3’ terminal. Fonte: SIVARAMAN et al., 2011. 
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A porção da alça (probe sequence) é uma sequência nucleotídica complementar a 
uma sequência específica em um ácido nucleico alvo. A haste (stem) é formada pelo 
anelamento de duas sequências complementares que estão em cada ponta do MB. A estrutura 
haste-alça acarreta a proximidade do quencher com o fluoróforo, prevenindo a emissão de 
fluorescência, já que ocorre a transferência da energia do fluoróforo para o quencher por um 
processo chamado de transferência de energia por ressonância de fluorescência (FRET). 
Entretanto, na presença da sequência complementar, o fluoróforo e o quencher se separam em 
resposta a uma mudança conformacional espontânea, permitindo que o MB emita 
fluorescência como um indicador de ligação ao alvo (SIVARAMAN et al., 2011; TYAGI & 
KRAMER, 1996). A padronização desta técnica foi sugerida neste trabalho pela necessidade 
de se detectar HuRV em cultura celular de uma maneira rápida e específica, sem que fosse 
necessário o cultivo viral por vários dias até o aparecimento do ECP. 
 
2.8. NSP4 de rotavírus 
 
RV infectam principalmente os enterócitos que formam as vilosidades do intestino 
delgado, podendo causar diarreia aquosa sem nenhuma inflamação intestinal significante no 
início da doença (BALL et al., 1996). A diarreia é o movimento alterado de íons e água que 
segue um gradiente osmótico. Este movimento pode ocorrer pelos espaços entre as células, 
que são regulados pelas junções oclusivas, ou por transportadores (HODGES; GILL, 2010).  
A NSP4 é considerada a primeira enterotoxina viral descrita e, para alguns 
autores,  o principal fator de virulência responsável pela diarreia aquosa causada pela infecção 
pelos RV (BALL et al., 1996). Durante a diarreia, ocorre a má digestão de carboidratos, 
diminuição da absorção de água, aumento da concentração de Ca2+ intracelular e secreção de 
cloreto (Cl-) (HODGES; GILL, 2010).  
 
2.8.1. Organização estrutural da NSP4 de rotavírus 
 
A NSP4 dos rotavírus é uma glicoproteína codificada pelo segmento 10 do RNA 
viral e é composta por 175 aminoácidos (aa). O produto primário de tradução tem 20kDa e se 
torna um polipeptídeo de 28kDa após o processo de glicosilação no RE (SRIVASTAVA; 
JAIN, 2015). A Figura 4 ilustra a estrutura primária da NSP4, destacando os sítios de ligação 
e domínios proteicos já elucidados. 
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Figura 4: Estrutura linear da NSP4 de rotavírus com a localização dos domínios funcionais. H1-3: 
domínios hidrofóbicos; TM: porção trasmembrana no RE; CHO: sítios de glicosilação; AAH, CCD: 
coiled coil amphipatic alpha helix; ECM protein binding site: sítio de ligação a proteínas da matriz 
extracelular; ASI-IV: sítios antigênicos. Fonte: BALL et al., 2005.  
  
 
Como a NSP4 é uma proteína transmembrana do RE, os aa 24 a 44 correspondem 
a sua porção transmembrânica, os aa 1 a 23 equivalem à porção voltada ao lúmem do RE e os 
aa 45 a 175 formam a porção citoplasmática (BERGMANN et al., 1989). É importante 
ressaltar que a maioria dos sítios de ligação e domínios proteicos estão situados na porção 
citoplasmática da NSP4. 
A porção N-terminal da NSP4 apresenta três domínios hidrofóbicos (H1-H3). O 
domínio H1 contém dois sítios de glicosilação localizados nos resíduos 8 e 18. O H2 funciona 
como sequência sinal e de ancoramento à membrana. O domínio H3 parece mediar a 
associação da NSP4 com a membrana (BERGMANN et al., 1989; CHAN; AU; ESTES, 
1988), porém, o mecanismo que retém a NSP4 no RE permanece desconhecido. Foi sugerido 
que a região entre os aa 85 a 123 também pode estar envolvida na retenção da NSP4 no RE 
(MIRAZIMI; MAGNUSSON; SVENSSON, 2003). 
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2.8.2. Classificação e epidemiologia molecular da NSP4 de rotavírus 
 
Os primeiros estudos filogenéticos da sequência genômica da NSP4 definiram três 
alelos distintos para este gene, sendo chamados de Wa, KUN e AU-1 ou genotipos B, A e C, 
respectivamente (HORIE; MASAMUNE; NAKAGOMI, 1997). Porém, a nova classificação 
proposta pelo RCWG possibilitou a identificação de 24 genotipos da NSP4, chamados de 
genotipos E, devido a caracterização desta proteína como uma enterotoxina (ROTAVIRUS 
CLASSIFICATION WORKING GROUP, 2016). Os genotipos mais comuns da NSP4 em 
humanos são o E1 (Wa-like), E2 (KUN- like) e E3 (AU-1- like), sendo que o E2 é o mais 
diversificado intragenotipicamente e detectado em cepas de rotavírus identificados em 
diferentes espécies animais: humana, bovina, equina, símia e ovina (MATTHIJNSSENS et 
al., 2008b).  
 
2.8.3. Mecanismo de ação da NSP4 de rotavírus na diarreia 
 
Como relatado anteriormente, a NSP4 tem um papel fundamental na morfogênese 
viral realizando a translocação das DLPs formadas no viroplasma para o RE. Assim, a NSP4 
funciona como um receptor intracelular das DLPs (TAYLOR; O’BRIEN; YEAGER, 1996). 
Pesquisadores realizaram o silenciamento (siRNA) da NSP4 e de outras proteínas 
dos RV para verificar o papel destas moléculas na morfogênese. Os resultados obtidos 
mostraram que o silenciamento da NSP4 provoca o aumento da síntese de mRNA nos 
estágios finais da multiplicação viral, mas sem alteração do nível de síntese de dsRNA, 
indicando que a NSP4 funciona como um regulador da transcrição viral. Também foi relatada 
a supressão da maturação do viroplasma e a má-distribuição das proteínas que acumulam no 
viroplasma para a montagem das DLPs, uma vez que a NSP4 parece ter um papel 
fundamental na alteração do ambiente intracelular, favorecendo o transporte e acúmulo destas 
proteínas virais. Por fim, verificou-se um acúmulo de partículas vazias, principalmente DLPs, 
sugerindo que a NSP4 está também envolvida na ligação entre os processos de morfogênese 
do capsídeo e empacotamento do genoma (LÓPEZ et al., 2005; SILVESTRI et al., 2005). 
Portanto, a NSP4 é fundamental para o ciclo de multiplicação dos RV. 
A NSP4 apresenta um papel importante na regulação do Ca2+ intracelular durante 
a multiplicação dos RV. Em células com concentrações de Ca2+ reduzidas e infectadas com 
RV ocorreu estagnação dos processos de maturação e montagem virais após a entrada das 
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DLPs no RE (ESTES; KAPIKIAN, 2007; SHAHRABADI; BABIUK; LEE, 1987; 
SHAHRABADI; LEE, 1986).  
ZAMBRANO e colaboradores (2008) realizaram o silenciamento da NSP4, VP7 e 
VP4 para avaliarem seus papéis na alteração da concentração de Ca2+ em células infectadas 
com rotavírus. Como resultados, observou-se que o silenciamento da NSP4 preveniu 
completamente o aumento da permeabilidade da MP ao Ca2+ e seu aumento citosólico. O 
silenciamento da VP7 acarretou apenas uma redução parcial na permeabilidade da MP e o 
silenciamento da VP4 não provocou alterações na homeostase do Ca2+. Entretanto, quando do 
silenciamento da NSP4 e VP7 juntas, detectou-se uma redução do Ca2+ a níveis basais 
encontrados em células não infectadas. Sendo assim, sugeriu-se que a NSP4 é a proteína 
responsável pelas alterações na homeostase do Ca2+ e que a VP7 poderia contribuir para esse 
efeito. 
Em relação ao papel da NSP4 na patogênese viral, tem-se que o seu peptídeo 
sintético (NSP4114-135), que corresponde ao domínio enterotóxico da proteína (Figura 4), induz 
diarreia idade-dependente em camundongos, promovendo secreção de cloreto pela mucosa 
intestinal e a ausência de alterações histológicas (BALL et al., 1996). 
Apesar da localização da NSP4 no RE, o peptídeo correspondente aos aa 112-175 
(7kDa), produto da clivagem no resíduo 112 (Figura 4), é ativamente secretado pela porção 
apical das células MA-104, por um mecanismo não clássico de secreção Golgi-independente. 
Sugeriu-se uma ação parácrina deste peptídeo sobre as células vizinhas, o que explicaria a 
indução de uma diarreia precoce antes da lise celular (ZHANG et al., 2000). A NSP4, numa 
forma glicosilada alternativa (32kDa), é preferencialmente secretada pela porção apical de 
células polarizadas Caco-2 por um mecanismo de secreção Golgi-dependente. Porém, a 
função sinalizadora não foi caracterizada neste estudo (BUGARCIC; TAYLOR, 2006). 
Pesquisadores também demonstraram a localização da NSP4 na membrana basal 
de células epiteliais intestinais de camundongos, sugerindo a liberação basal da NSP4 e 
subsequente interação com as células vizinhas não infectadas. Na membrana basal, a NSP4 
interage com as proteínas β3-laminina e fibronectina, as quais são constituintes da matriz 
extracelular. Esta interação acontece no sitio de ligação correspondente aos resíduos 87-145 
(Fig.4) (BOSHUIZEN et al., 2004). 
Intracelularmente, é sugerido que a NSP4 apresenta três localizações que 
dependem do seu nível de expressão durante a multiplicação viral. Uma dessas localizações 
seria no RE e ocorreria ao longo do processo de infecção. Uma pequena quantidade da NSP4 
é endereçada ao “compartimento intermediário entre o RE e o complexo de Golgi (ERGIC)”  
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no início do ciclo viral, onde a síntese de NSP4 ainda está reduzida. No ERGIC, a NSP4 pode 
ser reciclada (ou seja, não clivada) e voltar para o RE. Entretanto, o ERGIC pode fazer parte 
do mecanismo não clássico de secreção, sendo o local onde ocorre a clivagem do produto da 
NSP4 (aa 112-175) e liberação no meio de cultivo das células infectadas. Por fim, com 6 h de 
infecção e aumento da expressão da NSP4, esta proteína pode também formar caps nos 
viroplasmas e co-localizar com a proteína autofágica LC3 (light chain 3 protein). Esta 
associação acarreta o aumento intracelular de Ca2+, ativando um mecanismo quinase-
dependente, resultando na autofagia. Porém, a NSP4 manipula o processo de autofagia a favor 
da multiplicação viral, pois modula o tráfico da membrana celular para transportar proteínas 
associadas com a montagem dos RV até o viroplasma (BERKOVA et al., 2006; 
CRAWFORD; ESTES, 2013). 
A NSP4 dos RV e seu peptídeo sintético (NSP4114-135) também interagem com a 
caveolina-1 (Cav-1) que é uma proteína da MP de várias células, incluindo os enterócitos, que 
funciona como uma plataforma para organizar moléculas sinalizadoras que regulam a 
homeostase do Ca2+. Foi demonstrada a co-localização da NSP4 com a Cav-1 no RE, 
citoplasma e MP, confirmando que esta interação contribui para o transporte da NSP4 do RE 
para a superfície celular, o que é essencial para a sua atividade enterotóxica (PARR et al., 
2006). O sítio de ligação da NSP4 a Cav-1 situa-se nos resíduos 114-135 (domínio 
enterotóxico) e este domínio interage com as porções N- e C-terminais da Cav-1 (BALL et al., 
2013). 
A cascata de eventos que leva à secreção de fluidos durante a diarreia vem sendo 
extensivamente estudada e alguns mecanismos estão sendo elucidados. Estes mecanismos de 
indução da diarreia por RV relacionados à ação enterotóxica da NSP4 estão ilustrados na 
Figura 5 e serão discutidos abaixo. 
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Figura 5: Mecanismos envolvidos na indução de diarreia por rotavírus (RV). A: infecção dos 
enterócitos por RV, com formação do viroplasma (VI), síntese da NSP4 intracelular (iNSP4) e 
liberação apical e basolateral da NSP4 extracelular (eNSP4). A iNSP4 induz a liberação de cálcio 
(Ca2+) do RE. A eNSP4 atua sobre a fosfolipase C (PLC), aumentando a concentração de Ca2+ 
intracelular; B: o aumento intracelular de Ca2+ pode induzir a liberação de cloreto (Cl-) e causar a 
liberação de aminas, peptídeos, citocinas e espécies reativas de oxigênio (NO), que irão estimular o 
sistema nervoso entérico (ENS) indiretamente a secretar Cl-. O aumento de Ca2+ pela NSP4 também 
resulta no aumento da permeabilidade paracelular, liberando água (H2O) e eletrólitos; C: RV e NSP4 
inibem o complexo enzimático sacarase-isomaltase (SI) e o transportador de glicose dependente de 
sódio (SGLT1), resultando na má-digestão de carboidratos. Fonte: adaptado e modificado de 
HODGES; GILL, 2010. 
 
 
O primeiro enterócito representado na Figura 5A mostra que a infecção destas 
células no TD por rotavírus permite a multiplicação viral e a consequente formação dos 
viroplasmas (VI), seguindo-se com a liberação das novas partículas virais e secreção da NSP4 
(losangos). A NSP4 intracelular (iNSP4) induz a liberação de Ca2+ do RE por um mecanismo 
independente da via de sinalização da PLC. Assim, a NSP4 aumenta a permeabilidade da 
membrana do RE, atuando como uma viroporina nesta organela, resultando no aumento da 
concentração intracelular de Ca2+. Viroporinas são proteínas virais hidrofóbicas que se 
inserem nas membranas (domínio correspondente aos aa 47-90), alterando sua integridade e a 
homeostase iônica para facilitar a entrada, montagem e liberação virais (HODGES; GILL, 
2010; HYSER et al., 2010; TIAN et al., 1994, 1995). Além disso, a NSP4 liberada 
extracelularmente (eNSP4), interage com receptores na MP desencadeando a ativação da via 
de sinalização da PLC, que resulta na liberação de Ca2+,
 pelos canais de Ca2+ do RE, e de íons 
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Cl- pela MP (HODGES; GILL, 2010; TIAN et al., 1994, 1995). As integrinas α1β1 e α2β1, 
que estão localizadas na porção basolateral das células, são receptores para eNSP4. A 
interação entre essas moléculas desencadeia a cascata de sinalização da diarreia. A porção 
entre os aa 114-130 e o aa glutamato na posição 120 são essenciais para a ligação da eNSP4 
às integrinas (SEO et al., 2008). 
Os mecanismos induzidos pela NSP4 dos RV envolvidos com a secreção de Cl- 
ainda não estão totalmente definidos (Figura 5B). A infecção de células Caco-2 por RV SA11 
(rotavírus símio) induz a secreção de Cl-, juntamente com o aumento das espécies reativas de 
oxigênio (NO), sendo que o mesmo resultado foi obtido quando os experimentos foram feitos 
com NSP4 purificada. O pré-tratamento das células com um antioxidante, antes da infecção 
com RV ou antes do tratamento com NSP4, inibiu o aumento das espécies reativas de 
oxigênio e preveniu a secreção de Cl-, sugerindo que essa secreção iônica induzida pela NSP4 
é dependente do estresse oxidativo. Estes resultados também foram obtidos quando o 
experimento foi realizado em mucosa intestinal de humanos (BUCCIGROSSI et al., 2014). 
Tem sido demonstrado que o sistema nervoso entérico (ENS) está envolvido com 
as secreções intestinais induzidas por RV (Figura 5B). O ENS libera neurotransmissores, 
como a serotonina (5-HT), que irá se ligar a receptores que iniciam o mecanismo de 
peristaltismo e facilitam a secreção no TD (HANSEN, 2003). As células enterocromafinas 
estão presentes na porção média e superior das vilosidades do TD e são ricas em 5-HT. Estas 
células, quando infectadas por RV ou sob ação da NSP4 produzida por enterócitos vizinhos, 
aumentam sua concentração intracelular de Ca2+, estimulando a liberação de 5-HT pela 
porção basolateral. Estas serotoninas ativam neurônios aferentes da lâmina própria, resultando 
no aumento da secreção de fluidos pelas criptas intestinais dado a liberação do peptídeo 
vasoativo intestinal. A liberação de 5-HT também resulta na ativação do centro do vômito 
(HAGBOM et al., 2011). A participação do ENS na diarreia por RV também é suportada pela 
atenuação da diarreia em camundongos tratados com um antagonista do receptor para 
serotoninas (5-HT3) (KORDASTI et al., 2004). 
Já foi demonstrado que RV aumentam a permeabilidade paracelular a 
macromoléculas pela ruptura das junções oclusivas de células Caco-2 e, consequentemente, 
perda da resistência elétrica transepitelial (TEER), na ausência de morte celular. Além disso, a 
distribuição de proteínas que formam estas junções, como a claudina-1, ocludina e ZO-1, é 
alterada durante a infecção com RV (DICKMAN et al., 2000). Em relação à ação da NSP4 
sobre a permeabilidade paracelular, TAFAZOLI e colaboradores  (2001) demonstraram que a 
administração de NSP4 recombinante, na região apical de células polarizadas MDCK-1, 
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aumentou a permeabilidade paracelular com redução da TEER. O mesmo tratamento com 
NSP4 preveniu o transporte da ZO-1 para as junções oclusivas e induziu a ruptura e/ou 
reorganização dos filamentos de actina, que mantêm o formato celular e regulam a 
permeabilidade destas junções. A alteração da permeabilidade paracelular por RV resulta na 
liberação de água e eletrólitos, contribuindo para a diarreia aquosa. 
A infecção das células polarizadas Caco-2 por RV leva à despolimerização da 
actina das microvilosidades, resultando na ruptura e afrouxamento dos microtúbulos. Este 
processo é dependente do aumento intracelular de Ca2+. Esta desorganização do citoesqueleto 
acaba por reduzir a superfície de absorção celular e, consequentemente, a absorção de 
nutrientes (BRUNET et al., 2000a, 2000b). BRUNET e colaboradores (2000b) sugeriram que 
a NSP4 dos RV poderia ser responsável pela desorganização do citoesqueleto. Porém, 
BERKOVA e colaboradores (2007) avaliaram a ação da NSP4 sobre o remodelamento da 
rede de actina e relataram aumento da indução da polimerização destes filamentos por um 
processo dependente de Ca2+ e ligado a ativação da proteína de remodelamento da actina, 
chamada de cofilina. O mesmo resultado foi obtido quando as células MA-104 foram 
infectadas com RV SA11, diferindo do que foi relatado por BRUNET e colaboradores (2000a, 
2000b). No trabalho de BERKOVA et al. (2007), as linhagens celulares utilizadas foram a 
MA-104 e a HEK-293, que são células epiteliais e células embrionárias, respectivamente, 
indiferenciadas e não polarizadas. Por outro lado, BRUNET et al. (2000a, 2000b), utilizaram 
as células diferenciadas Caco-2 porque essas formam microvilosidades na porção apical. 
Concluindo, GARDET e colaboradores (2006) descreveram que a interação da 
VP4 com a actina em células polarizadas e infectadas com RRV (RV rhesus) leva à 
dissolução da actina das microvilosidades, reforçando os resultados obtidos por BRUNET et 
al. (2000b). A análise destes trabalhos, de acordo com BERKOVA et al. (2007), conclui que a 
interação da VP4 e NSP4 pode causar o afrouxamento dos filamentos de actina na porção 
apical da célula e que a NSP4 causa o enrijecimento destes filamentos na porção basolateral, 
possibilitando o direcionamento da liberação das novas partículas virais pela membrana apical 
no lúmem intestinal. 
A infecção por RV reduz a atividade do complexo enzimático sacarase-isomaltase 
(SI), caracterizado como uma dissacaridase, sem causar alterações histopatológicas e 
resultando na má-absorção de nutrientes, presente na diarreia. Este complexo está localizado 
nas microvilosidades do intestino delgado (Figura 5C) e realiza a hidrólise de carboidratos, 
favorecendo o processo de absorção de nutrientes. Além da redução da atividade da SI 
durante a infecção viral, ocorre também a redução da sua expressão na porção apical de 
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células Caco-2, devido a alterações na distribuição de proteínas do citoesqueleto (actina e 
vilina). Porém, a biossíntese, maturação e estabilidade da SI não são alteradas (JOURDAN et 
al., 1998). Como a NSP4 atua sobre processos Ca2+-dependentes, como a regulação do 
citoesqueleto, sugere-se que a redução da expressão da SI apical esteja relacionada também à 
atividade enterotóxica desta proteína (HODGES; GILL, 2010; SRIVASTAVA; JAIN, 2015). 
A infecção por RV também resulta na má-absorção de glicose, sódio (Na+) e água 
por inibir o transportador de glicose dependente de sódio (SGLT-1; Fig. 5C), que é 
encontrado na mucosa intestinal (HALAIHEL et al., 2000a). Esses dados foram relatados 
quando o peptídeo NSP4114-135 teve sua ação de inibição do SGLT-1 avaliada sobre as 
microvilosidades isoladas de coelhos jovens (HALAIHEL et al., 2000b). Além disso, 
experimentos para a avaliação da secreção de Cl- pela ação do peptídeo NSP4114-135 foram 
também realizados com o epitélio do cólon de camundongos recém-nascidos e adultos. Este 
peptídeo ativou um canal de Cl- dependente de Ca2+ (TMEM16A), resultando na secreção de 
Cl-, e inibiu o canal epitelial de sódio (EnaC) e o SGLT-1, sendo que ambos realizam a 
absorção de sódio em condições fisiológicas (OUSINGSAWAT et al., 2011). Estes trabalhos 
demonstraram que a NSP4 está realmente envolvida no processo de má-absorção e má-
digestão de carboidratos, ocasionando seu acúmulo no lúmem intestinal, além de acarretar a 
inibição da absorção de água, o que contribui para a diarreia aquosa. 
 
2.8.4. Resposta imune à NSP4 de rotavírus  
 
A vacinação contra RV resulta em proteção contra as formas moderadas e graves 
da diarreia aguda. Atualmente, duas vacinas estão licenciadas para uso em vários países, 
incluindo o Brasil: a Rotarix® (atenuada de origem humana, monovalente - G1P[8]) e 
Rotateq® (atenuada de origem humana e bovina, pentavalente - G1/G2/G3/G4P[8]). O uso 
destas vacinas é recomendado pela Organização Mundial de Saúde (WHO) em países onde a 
diarreia é responsável por mais de 10% das mortes em crianças menores de 5 anos de idade 
(AGÓCS et al., 2014; WHO, 2009). Entretanto, a eficácia destas vacinas em países e regiões 
pobres, nos quais a maioria das mortes de crianças ocorrem devido aos RV, tem-se 
demonstrado reduzida (ARMAH et al., 2016; LAMBERTI et al., 2016; PATEL et al., 2016) . 
A baixa imunogenicidade e eficácia das vacinas podem ser causadas por vários fatores, como 
a cepa de RV utilizada, as condições geográficas e econômicas e a pré-existência de 
anticorpos provenientes do aleitamento materno (XIE et al., 2015). A análise destes trabalhos 
evidencia que novas estratégias vacinais precisam ser desenvolvidas. 
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Ambas vacinas licenciadas baseiam sua resposta imune nas propriedades 
antigênicas das proteínas VP7 (G) e VP4 (P) de RV. Entretanto, a NSP4 induz significativa 
resposta imunológica e, como a sequência correspondente ao domínio enterotóxico (NSP4114-
135) é altamente conservado (BALL et al., 1996), a neutralização da enterotoxina poderia 
resultar numa proteção ampla e independente do genotipo G e P (XIE et al., 2015).  
A NSP4 de RV induz resposta imune celular e humoral em humanos. Crianças 
infectadas naturalmente, crianças vacinadas e adultos apresentaram indução para IgG em 
resposta à NSP4 recombinante ou ao peptídeo NSP4114-134. Resposta imune celular também 
foi detectada em adultos desafiados com NSP4 ou seu peptídeo, induzindo a proliferação de 
linfócitos T, produção de interleucina-2 e aumento do interferon γ (JOHANSEN et al., 1999). 
Crianças naturalmente infectadas com RV apresentaram IgG e IgA específicos para NSP4, 
sendo que esta resposta foi similar para diferentes cepas de RV com diferentes genotipos da 
NSP4, ou seja, a NSP4 induz uma resposta humoral heterotípica (RAY et al., 2003). 
Em adição, estudos já demonstraram que a NSP4 de RV apresenta atividade de 
adjuvante na indução da resposta imunológica. A forma completa da NSP4 e o seu produto 
NSP4112-175 agiram como adjuvantes quando coadministrados com antígenos, como a 
hemociana, e veiculados pela via intranasal de camundongos, aumentando as respostas imune 
sistêmica e de mucosa quando comparado com a resposta obtida apenas com o antígeno viral 
(KAVANAGH et al., 2010). 
 
3. OBJETIVOS 
 
A extensa revisão bibliográfica apresentada, com inúmeros trabalhos que relatam 
a importância da NSP4 na morfogênese e patogênese viral, além da sua capacidade de 
indução da resposta imune e a eficácia reduzida das vacinas anti-rotavírus em algumas 
regiões, justificam a necessidade da avaliação da diferença de virulência entre peptídeos 
enterotóxicos da NSP4. Estes peptídeos correspondem às sequências de aminoácidos mais 
prevalentes nos genotipos da NSP4 (E1, E2 e E3), comumente encontrados em humanos. 
Os resultados obtidos poderão contribuir para a seleção de cepas de RV que 
carreguem a melhor combinação entre os genotipos G, P e E (VP7, VP4 e NSP4, 
respectivamente), para o desenvolvimento de vacinas. 
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3.1. Objetivo geral 
 
Investigar se diferentes peptídeos enterotóxicos (aminoácidos 114-135) da NSP4, 
correspondentes às três sequências de aminoácidos mais prevalentes entre os genotipos E1, E2 
e E3, alteram distintamente a permeabilidade paracelular in vitro e levam a quadros de 
diarreia mais severos em camundongos (modelo in vivo). 
 
3.2. Objetivos específicos 
 
 Caracterização genotípica e análise filogenética do segmento 10 de dsRNA de 
HuRV-A, correspondente ao gene da NSP4, identificados em amostras fecais humanas 
coletadas no estado de São Paulo nos anos de 1994, 2006, 2007, 2009 e 2010; 
 Alinhamento e análise das cadeias de aminoácidos das NSP4 de amostras de 
HuRV-A de origem fecal com as amostras padrão de RV, para o mapeamento de alterações 
aminoacídicas; 
 Readaptação de cepas padrão de HuRV-A, Wa, Vacinal Rotateq® e K8, às 
linhagens celulares MA-104 e Caco-2; 
 Implementação da técnica de hibridização por molecular beacons para 
detecção direta de HuRV-A em cultura celular;  
 Avaliação da alteração da integridade da monocamada de células Caco-2, pela 
técnica de mensuração da resistência elétrica transepitelial (TEER) e pela utilização do 
marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran, quando submetidas a ação dos 
peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de HuRV-A; 
 Avaliação da indução de diarreia aquosa pela ação dos peptídeos sintéticos da 
proteína NSP4 de HuRV-A em ensaios com camundongos BALB/c. 
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CAPÍTULO II 
 
 
Caracterização molecular do gene da NSP4 de 
HuRV-A 
 
 
 
Objetivos: 
 Caracterização genotípica e análise filogenética do segmento 10 de dsRNA de 
HuRV-A, correspondente ao gene da NSP4, identificados em amostras fecais humanas 
coletadas no estado de São Paulo nos anos de 1994, 2006, 2007, 2009 e 2010; 
 Alinhamento e análise das cadeias de aminoácidos das NSP4 de amostras de 
HuRV-A de origem fecal com as amostras padrão de RV, para o mapeamento de alterações 
aminoacídicas. 
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1. Resumo do capítulo 
 
Neste trabalho foi verificada a diversidade genética do gene da NSP4, que 
corresponde ao segmento 10 de dsRNA de HuRV-A, identificados em amostras fecais 
humanas coletadas no estado de São Paulo nos anos de 1994, 2006, 2007, 2009 e 2010.  
Todas as cepas foram caracterizadas genotipicamente em relação aos genotipos G 
(VP7), P (VP4) e E (NSP4). Do total das 41 cepas analisadas, 40 apresentaram a combinação 
genotípica G2P[4]E2 e apenas uma resultou na combinação G2P[4]E1. 
Também foi realizado o alinhamento das 40 sequências de aminoácidos das NSP4 
do genotipo E2 com a amostra padrão (HuRV-A DS-1/1976/E2) deste genotipo, o que 
resultou na detecção de alterações aminoacídicas. Algumas dessas modificações foram 
específicas para o ano de coleta da amostra. 
O conjunto destes resultados forneceu informações sobre a diversidade genética 
da NSP4 de amostras G2P[4] coletadas em SP em um intervalo de 12 anos. Além disso, estes 
resultados auxiliaram na determinação das sequências de aminoácidos para a síntese de 
peptídeos da NSP4 que tiveram sua ação enterotóxica avaliada por métodos in vitro e in vivo 
(Capítulo IV). 
 
2. Artigo publicado 
 
Os resultados obtidos com a análise da variabilidade genética da NSP4 das 41 
cepas de HuRV-A de origem fecal foram publicados na revista Memórias do Instituto 
Oswaldo Cruz, abaixo inserido.  
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CAPÍTULO III 
 
 
Adaptação e readaptação de cepas de HuRV-A 
ao cultivo celular e implementação da técnica 
de hibridização por molecular beacons para 
detecção de HuRV-A infecciosos 
 
 
 
Objetivos: 
 Readaptação de cepas padrão de HuRV-A, Wa, Vacinal Rotateq® e K8, às 
linhagens celulares MA-104 e Caco-2; 
 Implementação da técnica de hibridização por molecular beacons para 
detecção direta de HuRV-A em cultura celular. 
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1. Resumo do capítulo 
   
Neste capítulo os objetivos foram a adaptação de cepas de HuRV-A de origem 
fecal humana (cepas virais estudadas no capítulo II) e a readaptação de cepas padrão de 
HuRV-A ao cultivo celular.  Após a adaptação/readaptação das cepas virais, foi realizada a 
implementação da técnica de hibridização por molecular beacons para detecção direta de 
HuRV-A infecciosos em cultura celular. 
Cepas de RV de origem fecal geralmente são de difícil adaptação ao cultivo 
celular e a demora no aparecimento de ECP pode levar a resultados falso-negativos 
(ARNOLD; PATTON; MCDONALD, 2009; OTTO et al., 2015). Assim, métodos de 
detecção rápida e específicos são necessários para a detecção e quantificação de RV 
infecciosos.  
 
2. Material e métodos 
 
2.1. Cultivo das linhagens celulares MA-104 e Caco-2 
 
A linhagem celular MA-104 (células de rim embrionário de macaco verde da 
África) foi cultivada em meio MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 10% 
de soro fetal bovino (SFB - Nutricell, Campinas, SP) e 1% de antibióticos e antifúngico (100 
U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 2,5 µg/mL de anfotericina B) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), sendo mantidas em estufa umedecida com 5% de CO2 e a 37 °C. 
A linhagem celular Caco-2 (células de adenocarcinoma de cólon humano) foi 
cultivada em meio DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 20% de SFB 
(Nutricell, Campinas, SP), 1% de antibióticos e antifúngico (100 U/mL de penicilina, 100 
µg/mL de estreptomicina e 2,5 µg/mL de anfotericina B) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 1% 
de aminoácidos não essenciais (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e 1% de piruvato de sódio 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), sendo mantidas em estufa umedecida com 5% de CO2 e a 
37 °C.  
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2.2. Preparo das amostras de fezes de origem de humanos e positivas para HuRV-A e 
preparo das cepas padrão de HuRV-A para o cultivo em linhagens celulares  
 
Para a adaptação de HuRV-A de origem fecal à cultura celular foram selecionadas 
algumas amostras genotipadas como E2 para NSP4.  Estas amostras, mantidas a -20 °C, foram 
escolhidas levando-se em consideração o volume de fezes disponível, já que uma maior 
quantidade de material orgânico oferece maior preservação às partículas virais. 
Para a obtenção da suspensão viral, 1,0 mL da amostra fecal foi acrescida de 9 mL 
de PBS (tampão fosfato - 0,15M pH 7,2). A suspensão foi agitada rapidamente em vórtex e 
centrifugada a 425g por 10 min/4 ºC para o clareamento da amostra. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de 0,45μm. A suspensão filtrada foi 
aliquotada em tubos eppendorf e armazenada a -20 ºC até o momento do uso. 
Em relação ao preparo das cepas padrão de HuRV-A, cepas Wa, Vacinal Rotateq® 
e K8, as suspensões virais foram preparadas em meio de cultivo. Estas cepas estavam 
armazenadas a -20 °C e foram escolhidas por apresentarem os genotipos E1 (cepa Wa), E2 
(cepa vacinal) e E3 (cepa K8) da NSP4 de RV.  A cepa de RV símio (SA11), mantida a -20 
°C e em meio de cultivo, também foi submetida à readaptação ao cultivo celular. 
 
2.3.  Adaptação de cepas de HuRV-A de origem fecal e readaptação de cepas padrão 
de HuRV-A em células MA-104 e Caco-2 
 
O cultivo de RV em cultura celular requer o tratamento com tripsina para que 
ocorra a ativação proteolítica da VP4 e exposição de VP5* e VP8*, aumentando a 
infectividade viral (ARIAS et al., 1996; GREENBERG; ESTES, 2009). Sendo assim, 
monocamadas celulares (~80% de confluência) foram lavadas 3X com PBS e o inóculo viral 
(10% de suspensão fecal diluída em meio de cultivo) foi adicionado juntamente com a tripsina 
(5 μg/mL). Após 2 horas a 37 ºC e com agitação a cada 15 min, o inóculo foi removido, as 
células lavadas 3X com PBS e adicionou-se o meio de cultivo próprio para cada célula com 2 
μg/mL de tripsina. As monocamadas foram acompanhadas diariamente até que o ECP 
(arredondamento e descolamento celular) alcançasse aproximadamente 90%. Em seguida, as 
células foram congeladas/descongeladas por 3X para a liberação das partículas virais. Essa 
suspensão foi centrifugada a 1000g/10 min, o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -20 
ºC. Novas passagens foram realizadas a partir da passagem inicial e todas tiveram seus 
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sobrenadantes testados por RT-PCR (reação da transcriptase reversa seguida de reação em 
cadeia da polimerase). As amostras positivas por RT-PCR foram tituladas em placas de 96 
cavidades e suas doses virais que infectam 50% da monocamada celular (TCID50) foram 
calculadas pelo método de Reed-Muench (REED; MUENCH, 1938). Os valores de TCID50 
foram utilizados para a determinação do título viral em UFP/mL (unidades formadoras de 
placas/mL) pela relação 1 TCID50/mL = 0,7 PFU/mL (CARTER; SAUNDERS, 2007).  Os 
títulos virais em PFU/mL foram aplicados para a determinação da multiplicidade de infecção 
(MOI), que é a relação entre o número de partículas virais infecciosas (PFU/mL) e o número 
de células que serão infectadas (CONDIT, 2007). 
 
2.4.  Amplificação do segmento gênico 10 de dsRNA de RV pela reação de transcrição 
reversa seguida pela reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) 
 
O dsRNA viral, das suspensões de RV que passaram pela adaptação ou 
readaptação ao cultivo em células, foi extraído utilizando-se o kit GeneJET Viral DNA and 
RNA Purification (ThermoScientific), conforme orientações do fabricante. Após a extração do 
dsRNA viral, as reações de RT-PCR foram conduzidas como descrito por MATTHIJNSSENS 
et al. (2008a), utilizando-se o kit One-Step RT-PCR (Qiagen). Brevemente, a denaturação do 
dsRNA se deu a 94 °C por 5 min em uma solução contendo 4 µL da amostra e 1 µL de 
dimetilsulfóxido (DMSO). Esta solução foi posteriormente resfriada por 5 min em gelo. Após 
esta etapa seguiu-se com a adição do mix de reação, preparado conforme instruções do 
fabricante do kit e contendo os iniciadores para a amplificação do segmento genômico 10 de 
dsRNA de RV. Os iniciadores utilizados foram o GEN_NSP4Fb (5’-
AAAGTTCTGTTCCGAGAGAGCG-3’) e GEN_NSP4Rb (5’-
GACCRTTCCTTCCATTAACGTCC-3’). A síntese de cDNA foi realizada por 30 min a 50 
ºC e a enzima transcriptase reversa foi inativada pela elevação da temperatura para 95 ºC por 
15 min. Durante este período também ocorre a ativação da enzima “hot-start Taq DNA 
polimerase” para iniciar o processo de amplificação do fragmento desejado. Para a 
amplificação foram realizados 35 ciclos compostos por 30 s a 94 ºC, 30 s a 50 ºC e 3 min a 70 
ºC, além de uma extensão final de 10 min a 72 ºC. Como controle positivo da amplificação 
foram utilizados dsRNA extraído a partir da suspensão de RV SA11 readaptado ao cultivo 
celular e como controle negativo foi utilizado água DEPC. Os produtos amplificados (731 pb) 
foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% e visualizados em transiluminador 
de luz ultravioleta. 
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3. Resultados e discussão 
 
3.1. Adaptação de cepas de HuRV-A de origem fecal em células MA-104 e Caco-2 
 
As cepas virais de origem fecal humana submetidas ao cultivo celular (Tabela 3) 
não resultaram em adaptação in vitro em ambas as células testadas, mesmo após a realização 
de no máximo oito passagens em cultura celular. Estudos afirmam que o cultivo de RV 
obtidos de fezes nem sempre é possível por razões que não são completamente compreendidas 
(ARNOLD; PATTON; MCDONALD, 2009). 
 
Tabela 3: Amostras de fezes de humanos positivas para HuRV-
A por RT-PCR para o gene NSP4 de RV, submetidas ao cultivo 
nas linhagens celulares MA-104 e Caco-2.  
Amostras Ano de coleta Genotipo NSP4 
1385 1994 E2 
2114 2006 E2 
2186 2006 E1 
4369 2007 E2 
4370 2007 E2 
Hp449 2009 E2 
Hp450 2010 E2 
Hp458 2010 E2 
 
 
As células MA-104 e Caco-2 são amplamente utilizadas para a multiplicação 
tanto de RV de humanos quanto de outros animais. Porém, o isolamento e cultivo de HuRV-A 
a partir de amostras clínicas de fezes é um processo difícil e a adaptação in vitro requer 
múltiplas passagens, tornando o processo extenso e, no caso de muitas amostras, ineficiente. 
Além disso, essa adaptação requer várias passagens “cegas”, ou seja, com ausência de ECP  
(ARNOLD; PATTON; MCDONALD, 2009; OTTO et al., 2015).  
 
3.2. Readaptação de cepas de padrão de HuRV-A em células MA-104 e Caco-2 
 
A readaptação das cepas padrão de HuRV-A em células MA-104 e Caco-2 foi 
alcançada para as três cepas testadas (Wa, Vacinal Rotateq® e K8). Além da cepa SA11 que 
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também foi utilizada para a validação da metodologia de cultivo proposta, já que havia sido 
cultivada em nosso laboratório nas duas linhagens celulares indicadas.   
Após o processo de readaptação viral às duas linhagens celulares, todas as 
suspensões virais foram testadas por RT-PCR para a detecção do gene da proteína NSP4 
(banda de 731 pb), o que foi detectado em todas as cepas submetidas ao cultivo celular 
(Figura 6).  
 
 
 
Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da reação de RT-PCR para o 
gene da proteína NSP4 de HuRV-A (banda de 731pb). A: cepas Wa, Vac. (cepa Vacinal 
Rotateq®) e K8 em células MA-104. B: cepas Wa, Vac. (cepa Vacinal Rotateq®), K8 e SA11 
em células Caco-2. C-: controle negativo. p: passagem celular (ex: inóculo viral - 0p; primeira 
passagem - 1p). PM (padrão de peso molecular): 100pb. 
 
 
As Figuras 7 e 8 ilustram o ECP ocasionado pela infecção com os HuRV-A 
Vacinal Rotateq® e K8 em MA-104 e Caco-2, respectivamente. 
 
A 
B 
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Figura 7: Comparação entre a morfologia da linhagem celular MA-104 não infectada (controle celular 
- A) versus a presença de ECP ocasionado pela infecção com a amostra de Vacinal Rotateq® de 
HuRV-A (B), após 36 h de incubação. A seta indica a presença de ECP (células arredondadas) 
ocasionado pela infecção do HuRV-A Vacinal Rotateq®. 
 
A Figura 7 mostra a comparação entre a morfologia da monocamada celular de 
MA-104 não infectada (controle celular - Figura 7A) versus a presença de ECP ocasionado 
pela infecção pelo RV Vacinal Rotateq® (Figura 7B), após 36 h de incubação. A Figura 7B 
ilustra o ECP característico de RV, com o início da formação do foco viral e, 
consequentemente, alteração morfológica das células infectadas (células arredondadas - seta). 
A mesma comparação foi realizada com as células Caco-2 não infectadas 
(controle celular - Figura 8A) ou infectadas (Figura 8B) com o HuRV-A K8 por 48 h. Nesta 
comparação fica evidente a presença de ECP (células arredondadas) em quase toda a 
monocamada celular.    
 
 
Figura 8: Comparação entre a morfologia da linhagem celular Caco-2 não infectada (controle celular - 
A) versus a presença de ECP pela infecção com a amostra de HuRV-A K8 (B), após 48 h de 
incubação.  
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Apesar das tentativas de adaptação ao cultivo celular das cepas de HuRV-A de 
origem fecal não terem apresentado resultados positivos, a readaptação das cepas de RV 
padrão possibilitaram a implementação da técnica de hibridização por molecular beacons. A 
utilização dessa metodologia objetivava a detecção de rotavírus infecciosos em amostras 
fecais nas etapas iniciais da infecção, evitando as passagens sucessivas e a necessidade de 
visualização de ECP para a definição da adaptação da cepa viral ao cultivo celular. 
O processo de readaptação das cepas de RV padrão exigiu que várias passagens 
celulares sucessivas fossem realizadas até que o ECP fosse detectado. Por exemplo, a 
readaptação da cepa Wa, em células MA-104, resultou em ECP visível apenas na 8ª passagem 
celular e, para o vacinal, na 5ª passagem. Em relação ao cultivo em Caco-2, a infecção com a 
cepa vacinal resultou em ECP a partir da 5ª passagem celular. Portanto, mesmo o processo de 
readaptação das cepas virais anteriormente adaptadas exigiu um longo período de cultivo em 
células até que o ECP fosse visível.  
Sendo assim, estes resultados reforçam a necessidade da implementação de um 
método de detecção de RV infecciosos que não demandem várias passagens até o 
aparecimento do ECP. A Figura 6 (superior) mostra que o material genético do RV foi 
detectado desde a primeira passagem celular (1p), porém, a metodologia de RT-PCR não 
fornece informações quanto a infectividade viral. A técnica de MB, como já explicado 
anteriormente (Introdução - pág. 32), detecta partículas infecciosas virais e por isso foi 
aplicada para a detecção de RV infecciosos. 
 
4. Artigo publicado 
 
A implementação da técnica de MB resultou na publicação de um artigo na revista 
Journal of Virological Methods reproduzido abaixo. 
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CAPÍTULO IV 
 
Avaliação in vitro e in vivo da ação 
enterotóxica de peptídeos da proteína NSP4 de 
rotavírus 
 
 
 
Objetivos: 
 Avaliação da alteração da integridade da monocamada de células Caco-2, pela 
técnica de mensuração da resistência elétrica transepitelial (TEER) e pela utilização do 
marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran, quando submetidas a ação dos 
peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de HuRV-A; 
 Avaliação da indução de diarreia aquosa pela ação dos peptídeos sintéticos da 
proteína NSP4 de HuRV-A em ensaios com camundongos BALB/c. 
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1. Resumo do capítulo 
 
Quando este projeto foi proposto, tinha como objetivo principal investigar se 
diferentes genotipos da proteína NSP4 (E1, E2 e E3) de HuRV-A alterariam distintamente a 
permeabilidade paracelular in vitro e levariam a quadros de diarreia mais severos em 
camundongos (modelo in vivo).  
Para isto, foi proposto a purificação, por cromatografia de afinidade, das três 
proteínas com os genotipos de interesse a partir de suspensões celulares infectadas com as 
cepas padrão de HuRV-A readaptadas. A cepa Wa carrega o genotipo E1 da NSP4, a cepa 
vacinal Rotateq® apresenta o genotipo E2 e a cepa K8 corresponde ao genotipo E3. Porém, o 
processo de purificação aplicado não foi eficiente e, por isso, a ação enterotóxica de três 
peptídeos sintéticos da NSP4 foi avaliada. Estes peptídeos correspondem ao domínio 
enterotóxico da NSP4 (aa 114-135) (BALL et al., 1996) e cada um é formado pela sequência 
de aminoácidos mais prevalente entre cada genotipo. 
BALL e colaboradores (1996) relataram que esta porção da NSP4 (aa 114 a 135) 
induz diarreia em camundongos de 6 a 10 dias de idade, sendo que esta resposta é idade-
dependente, dose-dependente e específica. Sendo assim, estes peptídeos foram avaliados 
quanto a capacidade de alteração da permeabilidade paracelular em células Caco-2 e também 
quanto à indução de diarreia em camundongos recém-nascidos. O estudo pretendia responder 
se existem diferenças de virulência entre os peptídeos, o que poderia ser atribuído às 
diferenças aminoacídicas entre cada um. 
 
2. Material e métodos 
 
2.1. Escolha das sequências de aminoácidos e síntese dos peptídeos 
 
Para a escolha das três sequências dos peptídeos (PEP1, PEP2 e PEP3) foi 
realizado o alinhamento comparativo, para cada genotipo da NSP4 (E1, E2 e E3), de 
sequências que foram analisadas no programa BioEdit Sequence Alignment Editor - v.7.1.9. 
2012.  
Após a determinação das sequências, os peptídeos foram sintetizados pela 
empresa Rhea Biotech Ltda (Campinas, SP) e resultaram num grau de pureza > 93%.  Os 
peptídeos foram ressuspendidos em uma solução aquosa com 20% de metanol para a obtenção 
de soluções-estoque a 2mM, que foram aliquotadas em tubos eppendorf e mantidas a -20 ºC 
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até o uso. 
 
2.2. Avaliação da alteração da integridade da monocamada de células Caco-2 pela 
técnica de mensuração da resistência elétrica transepitelial (TEER), quando submetidas 
a ação dos peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de rotavírus 
 
Para a implementação e padronização da técnica de medição da TEER foram 
realizados ensaios piloto com a infecção das células Caco-2 com RV SA11 e K8, uma vez que 
já foi demonstrado por DICKMAN e colaboradores (2000) que RV alteram a permeabilidade 
paracelular. 
Células Caco-2 (7,5x103 céls/350µL) foram plaqueadas sobre insertos com área de 
0,55 cm2 e poro de 0,4μm (ThinCertTM, Greiner Bio-One, Belgium). A cultura foi mantida em 
incubação por 14 dias, em estufa úmida a 37 ºC e 5% de CO2. Durante este período, o meio de 
cultivo (DMEM suplementado com 15% SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de 
estreptomicina e 2,5 µg/mL de anfotericina B) foi trocado a cada dois dias e foi realizada a 
mensuração da TEER com o uso do medidor de resistência elétrica Millicell-ERS (Millipore®, 
Billerica, MA). Os valores de TEER (Ω.cm2) foram calculados pela multiplicação do valor 
médio da leitura das monocamadas (subtraindo-se o valor do branco - inserto sem células) 
pela área do filtro. Os insertos que apresentaram valores de TEER > 300 Ω.cm2 foram 
utilizados nos experimentos. 
Após 14 dias de cultivo celular, utilizou-se a concentração viral de 100 UFP 
(unidades formadoras de placa), em meio DMEM com 2 µg/mL de tripsina, antibióticos, 
antifúngico e sem SFB, das cepas de RV K8 e SA11 para a infecção apical (350 µL) ou 
basolateral (1200 µL) das células Caco-2. A medição da TEER foi realizada em intervalos de 
tempos pós-infecção (0, 4, 8, 24, 30, 48, 54, 72 e 96 h p.i.) e os valores foram calculados em 
percentual de redução da TEER, utilizando-se os valores de TEER do tempo 0 h (sem 
infecção) como 0% de redução. Como a infecção por RV exige a presença da enzima 
proteolítica tripsina, foram feitos controles celulares (CC) mantidos com meio de cultura 
DMEM, acrescido de antibióticos e 2 µg/mL de tripsina e CC apenas com meio de cultura 
DMEM e antibióticos. Com esses CC foi possível verificar se a tripsina exercia ação sobre a 
TEER. 
Para os experimentos com os PEPs sintéticos, o mesmo modelo de montagem de 
experimento com vírus relatado acima, incluindo o tempo de duração (96 h), foi aplicado. Os 
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PEPs foram testados nas concentrações de 0,01nM a 10000nM que foram aplicadas apical e 
basolateralmente nas células Caco-2. 
 
2.3. Avaliação da integridade da monocamada de células Caco-2 pela utilização do 
marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran, quando submetidas a ação dos 
peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de rotavírus 
 
O marcador de permeabilidade celular FITC-Dextran (4kDa - Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO), apresenta um coeficiente de permeabilidade paracelular em células Caco-2 muito 
baixo (YAMASHITA et al., 2002) e, por isso, foi selecionado para a realização deste ensaio. A 
solução de FITC-Dextran (2 mg/mL) foi preparada em água Milli-Q, filtrada em filtro de 
porosidade de 0,45µm, aliquotada e armazenada a -20 °C sob proteção da luz. 
Células Caco-2 foram cultivadas sobre insertos, conforme metodologia 
apresentada no item acima. Após 14 dias de cultivo celular, para garantir a confluência da 
monocamada, todos os insertos foram observados ao microscópio e mensurados em TEER no 
dia de execução do experimento e ao término do ensaio. Apenas insertos com a monocamada 
confluente e com valores de TEER > 300 Ω.cm2 foram utilizados nos experimentos. 
O experimento foi realizado conforme metodologia proposta por TAFAZOLI et al. 
(2001), com algumas modificações. Os PEPs 1 a 3 foram testados nas concentrações de 
100nM, 1000nM e 10000nM. 
 Foram preparadas soluções em meio de cultura DMEM com antibióticos, com as 
concentrações desejadas dos PEPs, acrescidas do marcador FITC-Dextran na concentração de 
40 µg/mL. Estas soluções foram adicionadas à porção apical do inserto. Como controles do 
experimento, utilizou-se um controle celular (CC - células e DMEM), CC com FITC-Dextran 
adicionado à porção apical (CC FITC api), CC com FITC-Dextran adicionada à porção 
basolateral (CC FITC baso), além do inserto acrescido apenas de DMEM, utilizado como 
branco para a mensuração da TEER.  
As coletas das amostras (50 µL) foram realizadas da porção basolateral durante 
diferentes períodos de tempo (1, 6, 24, 30 e 48 h pós-tratamento), para todos os tratamentos 
com os PEPs. Apenas o término do ensaio (48 h), o volume foi coletado da porção apical dos 
tratamentos. No tempo de 48 h, também foi realizada uma nova mensuração da TEER. Para o 
CC, o meio foi coletado apenas da porção basolateral.  Já para os controles, CC FITC api e 
CC FITC baso, o meio foi coletado das porções apical e basolateral. Todas estas alíquotas 
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foram armazenadas a -20 °C sob proteção da luz até a leitura em espectrômetro de 
fluorescência (Spectramax i3 – Molecular Devices; excitação: 490nm, emissão: 520nm). 
No momento da leitura por espectrometria, as alíquotas foram adicionadas aos 
poços de placas pretas de 96 poços. Também, fez-se a leitura da placa seca (sem meio 
DMEM), da placa com o DMEM (branco) e da placa com DMEM e FITC-Dextran (controle 
positivo). Todas as condições foram realizadas no mínimo em duplicata e o experimento foi 
repetido por três vezes. O percentual de fluorescência para cada condição testada foi 
calculado pela média das leituras do mesmo tratamento, subtraindo-se a média do branco 
(background), ou seja, fluorescência resultante da placa e meio DMEM. O resultado final, que 
é o percentual do marcador FITC-Dextran que foi transportado paracelularmente de um 
compartimento do inserto a outro, foi determinado utilizando-se a média dos valores de 
fluorescência das leituras do branco como 0% de fluorescência, ou seja, sem passagem do 
marcador FITC-Dextran. 
 
2.4. Avaliação da indução de diarreia aquosa pela ação dos peptídeos sintéticos da 
proteína NSP4 de rotavírus, em ensaios com camundongos BALB/c 
 
Este ensaio foi realizado de acordo com as orientações do Conselho Nacional de 
Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e do Canadian Council on Animal Care 
(CCAC). As práticas laboratoriais aplicadas foram autorizadas pelo Comitê de Ética no Uso 
de Animais (CEUA) da Unicamp. O certificado de autorização emitido pelo CEUA (número 
de protocolo: 3868-1) segue nos documentos em anexo (ANEXOS 1 e 2). 
 Os camundongos BALB/c neonatos (6-7 dias de idade) foram fornecidos pelo 
Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 
Laboratório (CEMIB) da Unicamp. Os animais foram divididos em grupos de 3, escolhidos 
aleatoriamente, e inoculados (60 µL) intragastricamente (agulha de insulina - 0,3mm) com as 
soluções dos PEPs (1, 2 e 3) e PBS (grupo controle). Os PEPS foram testados nas 
concentrações de 100nM, 200nM e 400nM/dose. Todas as soluções foram preparadas em PBS 
estéril.  
Após a inoculação, os animais foram mantidos na temperatura ambiente por 3 h 
ou 6 h e sacrificados por decapitação. O abdômen foi aberto e o intestino foi examinado para 
a presença de diarreia.  
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2.5. Análise e predição das estruturas dos peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de 
rotavírus 
 
Para a predição da possível estrutura dos peptídeos, as sequências foram 
submetidas no servidor I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (ROY; 
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; YANG et al., 2015; ZHANG, 2008). I-TASSER foi 
considerado o número 1 em predição em competições (CASP7, CASP8, CASP9, CASP10 e 
CASP11). A análise das estruturas foi realizada utilizando o pacote UCSF Chimera 
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), onde também foram geradas as figuras. Chimera foi 
desenvolvido pela Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics da 
Universidade da California, São Francisco (EUA - apoiada por NIGMS P41-GM103311) 
(PETTERSEN et al., 2004). 
 
3. Resultados e discussão 
 
3.1. Escolha das sequências de aminoácidos e síntese dos peptídeos da NSP4 de 
rotavírus 
 
As sequências utilizadas no alinhamento incluem sequências disponíveis no banco 
de dados GenBank e que correspondem a amostras de diferentes estados brasileiros, de 
diferentes países, amostras sequenciadas neste trabalho (Capítulo II), amostras que 
apresentaram maior similaridade entre nossas cepas sequenciadas (dados obtidos pelo 
software RotaC - Capítulo II) e cepas que são consideradas padrão para cada genotipo. Foram 
analisadas 53 sequências para o alinhamento aminoacídico do genotipo E1, 131 sequências 
para E2 e 23 sequências para E3.  
A seleção dos resíduos mais frequentes em cada posição (aa 114 a 135), para cada 
genotipo, resultou nas sequências apresentadas na Figura 9. Os peptídeos foram chamados de 
PEP1 a 3, sendo que o PEP1 corresponde à sequência enterotóxica mais frequente no genotipo 
E1 da NSP4, o PEP2 corresponde à sequência do genotipo E2 e o PEP3 é formado pelos 
resíduos mais frequentes do genotipo E3. 
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                                                                        115                  120                  125                  130                    135    
 PEP1: D K LTTR E IEQV E LLKR I HDNL  I 
                                            PEP2: D K LTTR E IEQV E LLKR I YDKL  I 
                                            PEP3: D K LTTR E IEQV E LLKR I HDML I 
 
Figura 9: Sequências de aminoácidos (114 a 135) correspondentes ao domínio enterotóxico da 
proteína NSP4 de rotavírus. Os resíduos destacados em colorido enfatizam as diferenças 
aminoacídicas entre os três genotipos mais prevalentes da NSP4. 
 
 
 
3.2. Avaliação da alteração da integridade da monocamada de células Caco-2 pela 
técnica de mensuração da resistência elétrica transepitelial (TEER), quando submetidas 
a ação dos peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de rotavírus 
 
A linhagem celular Caco-2 passa pelo processo de diferenciação celular, exibindo 
características morfológicas e funcionais similares às dos enterócitos, como a polarização que 
resulta na distinção da superfície celular em apical e basolateral, separadas pelas junções 
oclusivas nas áreas onde há o contato célula-célula. As junções oclusivas têm um papel crucial 
na manutenção da polaridade celular e na composição proteína-lipídio de cada domínio 
(apical ou basolateral). Além disso, estas junções são as responsáveis pela produção da 
resistência elétrica transepitelial (TEER), típica de células epiteliais polarizadas (GRASSET 
et al., 1984).  
Além da manutenção da polaridade celular, as junções oclusivas estão envolvidas 
em vários mecanismos de transdução de sinal, transmitindo sinais do exterior para o interior 
celular e vice-e-versa, controlando processos de polarização, proliferação, expressão gênica e 
diferenciação (TORRES-FLORES; ARIAS, 2015).  
Alguns pesquisadores já demonstraram que RV alteram a permeabilidade 
paracelular, reduzindo a TEER (DE MARCO et al., 2009; DICKMAN et al., 2000). Sendo 
assim, foram realizadas infecções virais tanto na porção apical quanto basolateral das células 
Caco-2 para a padronização da técnica e posterior avaliação da ação de PEPs da NSP4 de RV 
sobre a TEER. 
Os resultados obtidos com a infecção de células Caco-2 com cepas de RV padrão 
readaptadas ao cultivo celular (capítulo III) estão apresentados nas Figuras 10 e 11. A análise 
dos resultados mostra que ocorreu uma redução gradual da TEER em função do tempo p.i. 
quando as células foram infectadas apicalmente, tanto com RV K8 (genotipo E3 da NSP4) 
(Figura 10) quanto com RV SA11 (genotipo E2 da NSP4) (Figura 11), sendo que está redução 
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começou a partir de 24 h p.i. 
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Figura 10: Cinética de redução da resistência elétrica transepitelial (TEER) da monocamada de 
células Caco-2 (7,5 x 103 células/inserto) infectadas com RV K8. A medição da TEER foi realizada 
em diferentes tempos pós-infecção (h) e os valores foram calculados em percentual de redução da 
TEER, utilizando-se um inserto controle (apenas com células) como 0% de redução da TEER. (**) 
indica p < 0,01 ou (***) indica p < 0,001 ou (****) indica p < 0,0001 em relação ao mesmo ponto do 
controle celular (CC). Two-way ANOVA seguido de pós-teste Bonferroni. N = 3. 
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Figura 11: Cinética de redução da resistência elétrica transepitelial (TEER) da monocamada de 
células Caco-2 (7,5 x 103 células/inserto) infectadas com RV SA11. A mensuração da TEER foi 
realizada em diferentes tempos pós-infecção e os valores foram calculados em percentual de redução 
da TEER, utilizando-se um inserto controle (apenas com células) como 0% de redução da TEER. 
(****) indica p < 0,0001, em relação ao mesmo ponto do controle celular (CC). Two-way ANOVA 
seguido de pós-teste Bonferroni. N = 3. 
74 
 
Em relação a avaliação da TEER quando a infecção viral ocorreu pela porção 
basolateral das células, o resultado obtido foi diferente entre as cepas testadas. A infecção 
basolateral com K8 (Figura 10) resultou em redução da TEER durante todo os tempos p.i. 
analisados. Já a infecção basolateral com SA11 (Figura 11) não resultou em redução da 
TEER. Ainda que, no tempo de 72 h p.i., a redução da TEER seja de 19%, chegando a 72,5% 
em 96 h p.i., neste mesmo período de tempo começa a ocorrer a redução da TEER do controle 
celular (CC) (6% a 31%). Sendo assim, esta redução pode ter ocorrido devido ao longo 
período de cultivo celular, totalizando 18 dias, e sem a troca do meio de cultivo nas últimas 96 
h. Ao mesmo tempo, esta redução da viabilidade celular pode ter facilitado a passagem dos 
vírions para a porção apical das células e como consequência, sua infecção.   
A infecção viral depende principalmente do processo de adsorção dos vírus às 
suas células alvo. Estudos já mostraram que essa interação inicial pode ou não ser dependente 
da interação com os resíduos de ácido siálico (AS) presentes na superfície celular, sendo que 
o genotipo P (VP4) determina se a cepa viral é ou não AS-dependente. Para as cepas AS-
dependentes, não importando a origem da cepa (animal ou humana), os genotipos P[1], P[2], 
P[3] e P[7] determinam pela dependência do AS para infectarem eficientemente células alvo. 
Todos os outros genotipos P determinam por ser AS-independentes (CIARLET et al., 2002). 
Portanto, o fato da cepa SA11 não ocasionar a redução da TEER quando a 
infecção foi realizada basolateralmente, se justifica por esta cepa pertencer ao genotipo P[1], 
portanto, AS-dependente. Este fato resulta na necessidade destes receptores estarem presentes 
na porção basolateral da célula, o que não acontece, conforme demonstrado por CIARLET; 
CRAWFORD; ESTES (2001) que verificaram que os resíduos de AS estão presentes em 
maior quantidade na porção apical de células polarizadas, como Caco-2, mas limitados ou 
ausentes na porção basolateral.  
Por fim, os resultados obtidos com a redução da TEER pela infecção viral 
mostraram que a metodologia aplicada estava correta, possibilitando a realização de novos 
ensaios com os PEPs da NSP4, correspondentes à porção enterotóxica da proteína (NSP4114-
135).  Os resultados obtidos com a adição dos PEPs à porção apical ou basolateral das células 
Caco-2 estão ilustrados na Figura 12. 
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Figura 12: Cinética de redução da resistência elétrica transepitelial (TEER) da monocamada de 
células Caco-2 (7,5 x 103 células/inserto) tratadas com o PEP3 da NSP4 de rotavírus, na concentração 
de 10000nM. A mensuração da TEER foi realizada em diferentes tempos pós-tratamento e os valores 
foram calculados em percentual de redução da TEER, utilizando-se um inserto controle (apenas com 
células) como 0% de redução da TEER. N = 3. 
 
 
O tratamento das células Caco-2 com os três PEPs da NSP4, nas concentrações de 
0,01nM a 10000nM, que foram adicionados individualmente às porções apical ou basolateral, 
não resultou em alteração da TEER. A Figura 12 exemplifica o resultado obtido apenas com o 
PEP3, sendo que o resultado foi semelhante para os demais PEPs testados. 
Vários estudos relatam a redução da TEER de células infectadas com diferentes 
cepas de RV (CIARLET; CRAWFORD; ESTES, 2001; DE MARCO et al., 2009; DICKMAN 
et al., 2000; OBERT; PEIFFER; SERVIN, 2000; SVENSSON et al., 1991). SVENSSON e 
colaboradores (1991) demonstraram que a redução da TEER ocorre sem a redução 
concomitante da viabilidade celular pela infecção com RV. Em posterior estudo, DICKMAN e 
colaboradores (2000) também relataram que a redução da TEER ocorre sem citotoxicidade 
viral no período de 24 h e que proteínas das junções celulares foram alteradas durante a 
infecção. Além disso, também foi demonstrado o aumento da produção de lactato, diminuição 
do consumo de oxigênio pelas mitocôndrias e redução do ATP celular, sendo que estas 
alterações reduzem a integridade das junções oclusivas. Portanto, RV alteram a estrutura e 
função das junções oclusivas. 
A fim de verificarem se a alteração das junções oclusivas era causada 
especificamente pela ação da NSP4 de RV, TAFAZOLI et al. (2001) demonstraram que a 
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administração de NSP4 recombinante (1nM) na região apical de células MDCK-1 causou a 
redução da TEER após 20 a 30 h de incubação. O pré-tratamento das células não confluentes 
com a NSP4 preveniu o desenvolvimento da TEER e a ligação da proteína da junção oclusiva 
ZO-1, alterando a biogênese e formação da barreira epitelial. Por fim, quando a NSP4 foi 
removida das células, a monocamada celular restaurou sua integridade. Estes dados indicam 
um efeito específico da NSP4 sobre as junções oclusivas. Entretanto, BUCCIGROSSI et al. 
(2014) também analisaram a redução da TEER sob ação da NSP4 recombinante, mas em 
células Caco-2. Como resultados, a NSP4 não afetou a integridade epitelial quando veiculada 
apical ou basolateralmente. Além disso, a secreção de cloreto foi aumentada pela ação da 
NSP4 (200 ng/mL) sobre as células (porção basolateral) e esse aumento foi similar a secreção 
do Cl- quando as células foram infectadas pelo RV. Este resultado difere do apresentado por 
TAFAZOLI et al. (2001) em relação a alteração da TEER pela NSP4, que realizaram estes 
experimentos com células MDCK-1. Então, a ação da NSP4 especificamente sobre a TEER 
ainda permanece sob investigação, pois os dados diferem de acordo com a linhagem celular 
utilizada.  
Quanto aos PEPs testados neste trabalho, e que não acarretaram alteração da 
TEER em células Caco-2, sugere-se que novos experimentos sejam realizados com outras 
linhagens celulares polarizadas, como a MDCK-1, pois não foram encontrados estudos que 
tenham avaliado a TEER sob ação do peptídeo enterotóxico. Além disso, esta porção da NSP4 
(aa 114-135) pode não ser o domínio responsável pela alteração da permeabilidade 
paracelular. 
 
3.3. Avaliação da integridade da monocamada de células Caco-2 pela utilização do 
marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran, quando submetidas a ação dos 
peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de rotavírus 
 
Apesar de não ter sido detectada a redução da TEER pela ação dos PEPs da NSP4, 
também foi verificada a ação destas moléculas sobre a integridade da monocamada celular 
pela utilização do marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran. Este teste irá 
corroborar ou não com os resultados já obtidos, visto que se um composto alterar a TEER, o 
FITC-Dextran será transportado paracelularmente de uma porção a outra da célula polarizada. 
Para a execução deste experimento, alguns controles foram realizados para a 
validação da técnica. Os resultados obtidos, em relação aos controles, estão representados na 
Figura 13. 
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Figura 13: Avaliação da integridade da monocamada de células Caco-2 (7,5 x 103 células/inserto) 
pela utilização do marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran (4kDa). O experimento teve 
duração de 48 h. DMEM: controle negativo (branco) de fluorescência; DMEM+FITC: controle 
positivo de fluorescência; CC FITC apical: CC com FITC-Dextran adicionada à porção apical e 
coletas realizadas na porção apical; CC FITC basolateral: CC com FITC-Dextran adicionada à porção 
apical e com as coletas realizadas na porção basolateral. 
 
 
 
O controle positivo de fluorescência (DMEM + FITC) apresentou o maior pico de 
fluorescência obtido no experimento. Este controle foi preparado no dia do experimento e 
mantido a -20 °C até a leitura por espectrômetro. Desta forma, foi possível verificar que não 
ocorreu a degradação da sonda, garantindo a viabilidade do experimento, já que todas as 
coletas foram mantidas a -20 °C até a leitura. O controle negativo (DMEM) apresentou 
apenas leitura basal e foi utilizado como controle negativo do experimento (branco), sendo 
que o valor de fluorescência foi reduzido de todas as leituras e em todos os tempos de coleta. 
O CC FITC basolateral e o CC FITC apical foram realizados no mesmo inserto, 
com a adição do marcador FITC na porção apical. As coletas foram feitas na porção apical e 
basolateral, em todos os tempos pós-tratamento, e as leituras mostraram que não ocorreu 
transporte paracelular do FITC-Dextran da porção apical para a basolateral, já que se obteve 
fluorescência apenas nas amostras coletadas da porção apical. Quando o marcador foi 
adicionado à porção basolateral, também não ocorreu sua passagem para a porção apical 
(dados não mostrados). O conjunto destes resultados demonstrou que a monocamada de 
células Caco-2 estava confluente e íntegra, pois não ocorreu o transporte paracelular do FITC-
Dextran, validando a metodologia aplicada. 
Em relação aos tratamentos com os PEPs (Figura 14), a fluorescência só foi 
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detectada na porção apical após 48 h de experimento (48 h api na figura 14), onde o FITC-
Dextran foi adicionado no início do experimento, indicando que o marcador FITC-Dextran 
não passou paracelularmente pela monocamada celular. Para confirmar este resultado, ao 
término do experimento, a TEER de todas as monocamadas de Caco-2 foi mensurada e não 
ocorreu redução dos valores obtidos de TEER no início do experimento (0 h) quando 
comparados com os valores obtidos ao término do experimento (48 h). 
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Figura 14: Avaliação da integridade da monocamada de células Caco-2 (7,5 x 103 células/inserto), 
pela utilização do marcador de permeabilidade paracelular FITC-Dextran (4kDa), quando submetidas 
a ação dos PEPs sintéticos da proteína NSP4 de rotavírus. O experimento teve duração de 48 h. PEP1-
3: peptídeos sintéticos da NSP4; 1, 6, 24, 30 e 48 h baso: coleta realizada nestes intervalos de tempo e 
na porção basolateral; 1, 6, 24, 30 e 48 h api: coleta realizada nestes intervalos de tempo e na porção 
apical. 
 
 
Estes resultados complementam os resultados obtidos no ensaio de redução da 
TEER, pois como não detectamos redução da resistência transepitelial, as junções oclusivas 
não foram alteradas pelo tratamento das células com os PEPs e, consequentemente, não 
ocorreu a passagem paracelular do FITC-Dextran. Portanto, os resultados obtidos sugerem 
que os PEPs da NSP4 não alteram a permeabilidade paracelular in vitro. 
Estudos que demonstraram a redução da TEER pela infecção das células com RV, 
também avaliaram  a permeabilidade paracelular pelo uso de compostos que são transportados 
paracelularmente, como o manitol (182 Da) (OBERT; PEIFFER; SERVIN, 2000), o FITC-
Dextran (4kDa) (DICKMAN et al., 2000) e a inulina (5kDa) (CIARLET; CRAWFORD; 
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ESTES, 2001). Todos estes trabalhos detectaram o aumento da permeabilidade paracelular 
destes compostos pela infecção com RV. 
Em relação a ação da proteína NSP4 sobre o fluxo paracelular, TAFAZOLI et al. 
(2001) demonstraram que a NSP4 recombinante (1nM), adicionada à porção apical de células 
MDCK-1, aumentou o fluxo paracelular do FITC-Dextran (20kDa), sugerindo que a NSP4 
altera o complexo das junções oclusivas. Além disso, a cinética de transporte do FITC-
Dextran correspondeu a cinética de redução da TEER. 
 
3.4. Avaliação da indução de diarreia aquosa pela ação dos peptídeos sintéticos da 
proteína NSP4 de rotavírus, em ensaios com camundongos BALB/c 
 
A diarreia aguda severa em crianças está bem definida como sendo causada por 
RV, mas os mecanismos responsáveis pela diarreia e vômito ainda não estão completamente 
elucidados. A perda de fluidos devido a diarreia pode ser causada por vários mecanismos e, na 
maioria dos tipos de diarreia, mais de um mecanismo patofisiológico está envolvido (FIELD, 
2003; HAGBOM et al., 2012). Várias hipóteses têm sido apresentadas para explicar a diarreia 
induzida por RV, como o papel da enterotoxina NSP4 (BALL et al., 1996), má-absorção 
secundária à falha no transporte de eletrólitos e/ou glicose e aminoácidos (LUNDGREN; 
SVENSSON, 2001), isquemia das vilosidades (OSBORNE et al., 1991) e estimulação do 
sistema nervoso entérico (LUNDGREN et al., 2000), entre outros. 
BALL et al. (1996) foram os primeiros a relatarem que a NSP4 recombinante e o 
PEP NSP4114-135 induzem diarreia em camundongos recém-nascidos CD1 (6-10 dias de 
idade), e que a resposta a ação da proteína e do PEP é idade e dose-dependente. Porém, não há 
informações conclusivas quanto a diferenças na virulência e alterações da indução e 
severidade dos quadros de diarreia associados a esses vírus, em relação aos diferentes 
genotipos da NSP4 (E1, E2 e E3) e seus PEPs. Sendo assim, PEPs sintéticos da NSP4 (PEP1 
a 3) foram avaliados in vivo (camundongos BALB/c – 6-7 dias de idade) quanto a indução de 
diarreia. 
A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos quando foram inoculadas (via 
intragástrica - 60 µL) as soluções contendo os PEPs da NSP4, em diferentes concentrações 
(100, 200 e 400nM) em camundongos neonatos. Os animais foram acompanhados por 3 h ou 
6 h. 
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Quando os resultados são comparados é evidenciado que o PEP1 foi o menos 
virulento entre os três PEPs, pois acarretou diarreia apenas na maior concentração testada 
(400nM, 6 h de tratamento) e em 40% dos animais. Os PEPs 2 e 3 induziram diarreia a partir 
de 200nM e com 3 h de tratamento. Quando o período de tratamento foi estendido a 6 h de 
duração e a concentração dos PEPs foi dobrada (400nM), o PEP3 acarretou diarreia em 100% 
dos animais e o PEP2 em 66,66%. Estes resultados podem indicar que o PEP3 tem maior 
capacidade de indução de diarreia em camundongos BALB/c (6-7 dias de idade). Além disso, 
quando os animais receberam 200nM dos PEPs 2 e 3 por 6 h de tratamento, o percentual de 
animais positivos aumentou em relação ao período de tratamento de 3 h na mesma 
concentração. 
A Figura 15 ilustra a aparência dos intestinos que foram negativos quanto a 
presença de diarreia (animal à direita) com os positivos para a diarreia (animal à esquerda). 
Nos intestinos dos animais positivos para a diarreia foi evidenciado o acúmulo aparente de 
líquidos. 
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Figura 15: Comparação entre o intestino de camundongos com (à esquerda) e sem diarreia (à direita). 
Camundongos BALB/c foram inoculados com 400nM do peptídeo 3 (PEP3) e acompanhados por 6 h. 
O camundongo à direita foi inoculado apenas com PBS (controle negativo). 
 
Como apresentado anteriormente (item 3.1 deste capítulo), os peptídeos sintéticos 
tiveram suas sequências determinadas após o alinhamento de várias sequências de NSP4 
disponíveis no banco de dados GenBank.  A Figura 9 mostra as sequências definidas de 
acordo com a maior prevalência de cada aminoácido em determinada posição, para cada 
genotipo.  
A comparação dos resultados obtidos em relação a indução de diarreia pelos PEPs 
1 a 3 com os dados apresentados por outros pesquisadores que analisaram alterações 
aminoacídicas no domínio enterotóxico da NSP4 de RV, pode indicar se as diferenças entre os 
aminoácidos de cada PEP alteram a atividade enterotóxica da NSP4.   
JAGANNATH et al. (2006) estudaram a indução de diarreia por diversos mutantes 
da NSP4 de duas cepas de RV, SA11 (símio) e Hg18 (bovino). O conjunto dos resultados 
obtidos levaram os autores a sugerirem que mutações em qualquer umas das porções C-
terminal (aa 45-175), porção anfipática e em α-hélice (aa 95-137) ou no domínio enterotóxico 
(aa 114-135) da proteína NSP4 parecem alterar seu estado conformacional, resultando no 
comprometimento severo das suas propriedades biológicas. Por isto, neste trabalho, três PEPs 
(PEPs 1 a 3) correspondentes a porção enterotóxica da NSP4 de RV foram analisados em 
relação a capacidade de alteração da permeabilidade paracelular in vitro e indução de diarreia 
em camundongos neonatos. 
BALL et al. (1996) demonstraram que o PEP NSP4114-135 de RV SA11, com a 
sequência DKLTTREIEQVELLKRIYDKLT, induziu diarreia em camundongos (6-7 dias de 
idade) pela inoculação intraperitoneal e intraileal. Como resultado da administração de 
100nM do peptídeo, 60% dos animais inoculados pela via intraperitoneal apresentaram 
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diarreia e 71% desenvolveram diarreia quando inoculados intrailealmente, no período de 1 a 3 
h pós-tratamento. Este PEP difere do PEP2 testado neste trabalho apenas pela troca do 
aminoácido T (treonina) pela I (isoleucina) na posição 135 (T135I), ou seja, um resíduo polar 
neutro por um apolar. Esta alteração pode ter reduzido a virulência do PEP2 quando 
comparado ao PEP testado no trabalho de BALL et al. (1996), pois o PEP2 não induziu 
diarreia na concentração de 100nM veiculados intragastricamente e após 3 h de tratamento. 
Entretanto, o PEP2 induziu diarreia em 66,66% dos animais quando a concentração foi o 
dobro da testada por BALL et al. (1996), sugerindo que a veiculação intragástrica exige 
concentrações maiores do PEP2 para a obtenção de resultados semelhantes.  
Mutações nas posições 135 (valina para alanina - V135A) e 138 (prolina para 
serina - P138S) têm implicado na atenuação da virulência viral de cepas porcinas (OSU e 
Gottfried) e perda da habilidade de indução da diarreia pela NSP4. A presença de uma valina e 
de uma prolina nas posições 135 e 138, respectivamente, tornaram a cepa viral mais virulenta 
do que a combinação valina (posição 135) e serina (posição 138) (ZHANG et al., 1998).  
Ainda no trabalho de BALL et al. (1996), foi relatado que a substituição Y131K 
(tirosina para lisina) resulta em perda da capacidade de indução de diarreia pelo PEP114-135 da 
NSP4 de SA11. A substituição Y131K resulta na troca de um aa polar neutro por um aa 
carregado positivamente (polar básico). A comparação dos aminoácidos dos PEPs 1 a 3 
também difere em relação a posição 131, pois o PEP 2 carrega uma tirosina (Y - polar neutro) 
e os PEPs 1 e 3 apresentam a histidina (H - polar básico). Entretanto, por mais que as 
alterações na polaridade dos aminoácidos dos PEPs 1 e 3 tenham seguido o mesmo padrão da 
alteração Y131K demonstrada por BALL et al. (1996), os PEPs 1 e 3 induziram diarreia em 
camundongos. 
A NSP4 se liga à integrina α1β1, um receptor da superfície celular, e essa ligação 
inicia um processo de sinalização celular (fosfolipase C) que mobiliza Ca2+ e resulta na 
indução de diarreia. A NSP4 tem dois domínios de interação com a integrina, sendo que os 
resíduos 114-130 formam o domínio de ligação da NSP4 à integrina e a interação da porção 
131-140 com a integrina resulta no desencadeamento da sinalização celular (SEO et al., 
2008).  
Uma nova mutação na posição 131 foi realizada por BALL et al. (2013), 
resultando no PEP (NSP4HydroMut112-140) com a alteração Y131D (aa polar neutro para polar 
ácido). Este PEP faz parte do domínio de sinalização à integrina (aa 131-140) e não induziu 
diarreia em camundongos neonatos, indicando que isto pode ser resultado da inabilidade da 
NSP4 iniciar a sinalização celular mediada pela integrina (BALL et al., 2013). Neste mesmo 
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estudo de BALL et al. (2013), foram sintetizadas várias NSP4 mutantes, que foram testadas 
quanto a sua capacidade de ligação a caveolina-1 (Cav-1) e de induzir diarreia. A Cav-1 está 
localizada no intestino e interage com colesterol, transporta colesterol da síntese de novo do e 
para o RE e cavéolos, além de organizar as moléculas sinalizadoras que regulam a homeostase 
do Ca2+. O sítio de ligação da NSP4 a Cav-1 situa-se nos resíduos 114-135 (domínio 
enterotóxico) e este domínio interage com as porções N- e C-terminais da Cav-1. Por isso, 
esse estudo investigou os detalhes de interação entre a NSP4 e Cav-1 e a influência desta 
ligação na atividade enterotóxica da NSP4. Sendo assim, camundongos BALB/c (6-10 dias de 
idade) foram inoculados, com o PEP NSP4112-140 selvagem 
(MIDKLTTREIEQVELLKRIYDKLTVQTTG) ou com os PEPs mutantes, pela via 
intraperitoneal e monitorados por 24 h pós-inoculação. A NSP4112-140 selvagem e o PEP 
NSP4AlaAcidic112-140 (mutações: D114A, E125A e D132A - polares ácidos para apolares) 
induziram diarreia em 50 e 60% dos animais, respectivamente. Entretanto, os PEPs 
NSP4HydroMut112-140 (mutações: I113R, V124K e Y131D - apolares para polares) e 
NSP4AlaBasci122-140 (mutações: K115A, R119A, K133A - polares básicos para apolares) não 
induziram diarreia. Como conclusão, foi sugerido que os resíduos dentro da face hidrofóbica e 
da face básica da porção anfipática e em α-hélice da NSP4 (AAH - resíduos 95 a 137) são 
importantes para a atividade enterotóxica da NSP4 (BALL et al., 2013). 
Como já colocado anteriormente, a veiculação dos PEPs 1 a 3 aos animais 
resultou em diferenças na capacidade de indução de diarreia por cada PEP, sendo que é 
possível verificar que o PEP3 apresentou maior virulência, pois causou diarreia em 100% dos 
animais tratados com 400nM por 6 h. O PEP2 e o PEP1 causaram diarreia em 66,66% e 40% 
dos animais, respectivamente. O aminoácido da posição 133 dos PEPs 1 a 3 diferem entre si, 
sendo que o PEP1 apresenta um aa polar neutro (asparagina - N), o PEP2 carrega um resíduo 
polar básico (lisina - K) e o PEP3 apresenta um aa apolar (metionina - M).  
O trabalho de BALL et al. (2013) demonstra que as trocas de resíduos apolares 
por polares ou de polares básicos por apolares resultam na inibição da indução de diarreia 
pelo PEP NSP4112-140, mostrando a importância dos resíduos hidrofóbicos (apolares) e dos 
básicos (polares positivos) para a virulência da NSP4. Assim, é possível sugerir que a 
diferença de polaridade entre os aminoácidos na posição 133 dos PEPs 1 a 3 justificam as 
diferenças de virulência entre essas moléculas. Isto porque o PEP3, que apresentou maior 
virulência, mantem seu aa apolar (M) e o PEP2 carrega seu aa polar básico (N), na posição 
133, corroborando com os dados obtidos por BALL et al. (2013) quanto a importância da face 
hidrofóbica e básica da NSP4 de RV. 
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3.5. Análise e predição das estruturas dos peptídeos sintéticos da proteína NSP4 de 
rotavírus 
 
As estruturas cristalográficas disponíveis para a NSP4 mostram que a região entre 
os aa 95-137 (porção anfipática e em α-hélice - AAH) forma uma α-hélice (estrutura 
secundária), como ilustrado na Figura 16A, que corresponde a AAH da NSP4 de RV SA11 
(PDB ID 1G1I). A região AAH engloba o domínio enterotóxico (aa 114-135), estudado neste 
trabalho. Sendo assim, a predição dos PEPs 1 a 3 demonstrou que estes mantêm a estrutura 
secundária em α-hélice (Figura 16B-D). É importante destacar que a sequência da região 
enterotóxica da NSP4 de SA11 é a mesma do PEP2 (Figura 16C) e que as diferenças 
aminoacídicas entre os PEPs 1 a 3 não alteraram a estrutura α-hélice. 
 
 
Figura 16: Representação da estrutura secundária do domínio AAH (aa 95-137) da estrutura PDB ID 
1G1I (roxo) da proteína NSP4 de rotavírus. Os ribbons menores correspondem aos peptídeos: PEP1 
(azul), PEP2 (rosa) e PEP3 (verde). Tyr131: tirosina na posição 131; His131: histidina na posição 131; 
Lys133: lisina na posição 133; Asn133: asparagina na posição 133; Met133: metionina na posição 
133. As sequências de aminoácidos foram analisadas no I-TASSER 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 
 
 
Como relatado anteriormente (item 3.4 deste capítulo), o domínio enterotóxico da 
NSP4 é responsável pela interação da NSP4 com a Cav-1, que está envolvida na organização 
de moléculas sinalizadoras que regulam a homeostase do Ca2+ e, portanto, influencia o 
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processo de diarreia (BALL et al., 2013). A região enterotóxica está dentro da face 
hidrofóbica da NSP4 e a análise desta face nos PEPs 1 a 3 mostra o aumento da região 
hidrofóbica em PEP3 pela presença da metionina (Met) na posição 133 (Figura 17C destacada 
em amarelo). Isto não acontece nos PEPs 1 e 2, que carregam asparagina e lisina, 
respectivamente, na mesma posição (Figura 17A e B). O aumento de hidrofobicidade pode 
contribuir para o aumento de virulência do PEP3 em relação aos demais PEPs. 
 
 
 
 
 
Figura 17: Superfície colorida por hidrofobicidade dos peptídeos 1 a 3 (PEP1-3) correspondentes ao 
domínio enterotóxico (aa 114-135) da NSP4 de rotavírus. Vermelho = hidrofóbico; azul = hidrofílico; 
branco = neutro. Tyr131: tirosina na posição 131; His131: histidina na posição 131; Lys133: lisina na 
posição 133; Asn133: asparagina na posição 133; Met133: metionina na posição 133. As sequências 
de aminoácidos foram analisadas no I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). 
 
 
O PEP1 (400nM por 6 h) induziu diarreia em apenas 40% dos animais testados. A 
virulência reduzida deste PEP pode estar relacionada à sua semelhança aminoacídica com a 
cepa assintomática ST3 (HORIE; MASAMUNE; NAKAGOMI, 1997). A sequência de aa da 
porção enterotóxica (aa 114-135) da NSP4 de RV ST3 é DKLTTREIEQIELLKRIHDNLI, 
diferindo do PEP1 apenas na posição 124, pois o PEP1 carrega uma valina (V - apolar) e a 
cepa ST3 apresenta uma isoleucina (I - apolar - destacada em negrito e sublinhado). Apesar da 
diferença entre os aa, a polaridade nesta posição é mantida. 
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Concluindo, o presente trabalho sugere que o PEP3 tem capacidade de indução de 
diarreia superior aos PEPs 1 e 2, o que pode ser devido a alterações aminoacídicas específicas 
que aumentam a atividade enterotóxica do PEP3, como a presença do aa metionina na posição 
133. 
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CAPÍTULO V 
 
Conclusões finais 
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Objetivando um estudo amplo da NSP4 de RV, desde a sua diversidade genética 
em cepas circulantes ao seu modo de ação no processo de diarreia, os resultados obtidos neste 
trabalho possibilitam as seguintes conclusões finais: 
 
 A avaliação da diversidade genética do gene da NSP4 de cepas G2P[4] de 
HuRV-A, identificados em amostras fecais humanas coletadas no estado de São Paulo (1994, 
2006, 2007, 2009 e 2010), resultou na confirmação da predominância do genotipo E2 da 
NSP4 (97,6% das cepas virais) em amostras G2P[4]. Além disso, as sequências nucleotídicas 
da NSP4 se agruparam de acordo com o genotipo e ano de coleta, e apresentaram similaridade 
com sequências de NSP4 de RV coletados em outros estados brasileiros. A presença de 
apenas uma amostra G2P[4]E1 confirma que novas combinações genotípicas surgem por 
mecanismos genéticos (reassortment e segregação independente); 
 
 A análise aminoacídica das sequências E2 de NSP4 reforçam sua variação 
intragenotípica, principalmente na porção C-terminal da proteína, que é a porção formada pela 
maioria dos domínios com propriedades biológicas importantes para a ação da NSP4, tanto na 
morfogênese quanto na patogênese viral; 
 
 Os peptídeos sintéticos (PEP1 a 3), correspondentes a porção enterotóxica da 
NSP4 (aa 114-135), não alteraram a permeabilidade paracelular in vitro (células Caco-2), 
portanto, os resultados sugerem que os PEPs não contribuem para a diarreia por este modo de 
ação; 
 
 Em relação a indução de diarreia em camundongos neonatos, o peptídeo 3 foi o 
mais virulento, seguido pelos peptídeos 2 e 1, ou seja, PEP3 > PEP2 >PEP1. Com este 
resultado, é possível sugerir que as cepas de RV com o genotipo E3 da NSP4 são mais 
virulentas do que as cepas com os genotipos E1 e E2, pois os PEPs 1 a 3 correspondem a 
sequências de aminoácidos mais prevalentes entre os genotipos E1, E2 e E3 da NSP4, 
respectivamente; 
 
 A análise das diferenças aminoacídicas entre os peptídeos sugere que 
características como hidrofobicidade e polaridade dos resíduos, em posições específicas, são 
importantes para a virulência da NSP4; 
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 Por fim, a padronização da técnica de hibridização por molecular beacons 
possibilitou a detecção rápida e específica de RV infecciosos. Entretanto, esta técnica ainda 
precisa ser aplicada para a detecção de amostras fecais positivas para RV.  
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